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Uber die Bedeutung von Ionen fiir die Muskelfunktion. 


Die Beeinflussung von Ionenwirkungen auf den Lactacidogen- 
wechsel durch Alterung. 


Artur Abraham und Paul Kahn. 
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Offentlichter Untersuchungen’) konnte gezeigt werden, dab de) 


Ablauf einer bestimmten reversiblen Reaktion, niimlich det 
fermentative Abbau und Autbau des Lactacidogens im Muskel 
auts stiirkste beeinflubt, ja veradezu beherrscht wird durch 
die Anwesenheit bestimmter lonen, wobei sich enge Zusammen- 
hinge zwischen der physiologischen Wirkung der einzelnen 
loner und der Art ihrer Beeinflussung des Lactacidogenwechsels 
ergaben. Jene lonen, welche den durch Verbringen in _iso- 
tonische Rohrzuckerlésung gelihmten Muskel nach Carl 
Schwarz’) am _ vollstiindigsten wieder herstellen, bewirken 

 Embden u. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, S. 248 (1924). 
Embden, Abraham u. Lange, Diese Zs. Bd. 136, S. 308 (1924). 
Lange, Diese Zs. Bd. 137, 8. 105 (1924). — Embden u. Haymann, 
Diese Zs. Bd. 137, S. 154 (1924). 


*) Carl Schwarz, Pfliigers Arch. Bd. 117, S. 161 (1907). 
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nimlich unter sehr verschiedenartigen Versuchsbedingungen 
die stirkste Spaltung des Lactacidogens, wahrend die den 
rohrzuckergelihmten Muskel weniger restituierenden Jonen 
keine Spaltungsbegiinstigung hervorrufen; ja das Citration, das 
nach Schwarz die unvollkommenste Wiederherstellung des 
gelihmten Muskels zulaBt, bewirkt 6fters nicht nur keine 
Spaltung, sondern betrichtliche Synthese von Lactacidogen. 
Noch viel stiirker ist die Verschiebung des Gleichgewichts des 
Lactacidogenwechsels nach der Seite der Synthese bei dem 
Fluorion, das von Schwarz nicht untersucht wurde, aber 
nach unveréffentlichten Untersuchungen von von Beznak 
jedenfalls auch zu den ganz unvollkommen und voriibergehend 
restituierenden Jonen gehért. 

Schon Schwarz konnte feststellen, daB die von ihm in 
Form ihrer Natriumsalze untersuchten Siuren sich beziiglich 
ihrer restituierenden Wirkung auf den rohrzuckergelihmten 
Muskel in der charakteristischen Folge der Hofmeisterschen 
(lyotropen) Reihe ordnen, wobei jene Anionen, die an dem 
quellungsbegiinstigenden Ende der lyotropen Reihe stehen, die 
volistiindigste Erholung bewirken. Es ergibt sich nach Schwarz 
die Reihenfolge: Rhodanid, Jodid, Bromid, Nitrat, Chlorid, 
Acetat, Tartrat, Sulfat, Citrat. | 

Im groBen und ganzen wurde bei den Untersuchungen 
des Lactacidogenwechsels genau die gleiche Reihenfolge beob- 
achtet, wobei die am Rhodanidende stehenden Jonen spaltungs- 
begiinstigend, die am Citratende stehenden spaltungs- 
hemmend oder synthesebegiinstigend auf den Lactacidogen- 
wechsel wirken (Embden und Lehnartz). 

Ganz entsprechende Beobachtungen wurden von Lange 
beziiglich einer Reihe von Kationen gemacht, wobei von allen 
untersuchten Kationen dem Calcium die stirkste synthese- 
begiinstigende Wirkung zukam. 

Auf die von Embden und seinen Mitarbeitern geiuberten 
Vorstellungen iiber die Bedeutung der beobachteten Erschei- 
nungen fiir die Muskelkontraktion soll hier nicht eingegangen 


werden, vielmehr soll uns nur die Frage beschiftigen, auf 


welche Weise die erwihnte Kinwirkung auf den Lactacidogen- 
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wechsel zustande kommt. Durch im hiesigen Institut aus- 
gefitihrte Untersuchungen darf es als erwiesen gelten, dab 
die am Muskelbrei, am intakten Muskel'), ja auch am 
Gesamtorganismus des Frosches*) beobachteten charakteristi- 
schen Jonenwirkungen auf den Lactacidogenwechsel ihren 
Angriffspunkt am Orte des Lactacidogenwechsels selbst, héchst- 
wahrscheinlich innerhalb der Fibrille haben. Denn nicht 
anders lassen sich die Ergebnisse der oben erwihnten Arbeit 
von Embden und Haymann erklaren, welche fanden, dab 
die charakteristische Beeinflussung des Lactacidogenwechsels 
durch Ionen nicht an die Intaktheit der Muskelstruktur ge- 
bunden ist, sondern auch im vidllig zellfreien Muskelprefsaft 
auftritt. In den Versuchen der genannten Autoren konnte 
die unter bestimmten Bedingungen, namentlich auch bei be- 
stimmter Wasserstoffionenkonzentration eintretende Lacta- 
cidogenspaltung durch geringe Mengen von Natriumfluorid 
in eine ebenso starke Lactacidogensynthese umgewandelt 
werden, die oft zu fast vélligem Verschwinden der von vorn- 
herein vorhandenen anorganischen Phosphorsiure fiihrte. 


Ganz thnliche Ergebnisse lassen sich, wie aus noch un- 
verdffentlichten Untersuchungen von Lange, Haymann und 
Zimmermann, sowie aus einer nachstehenden Arbeit von 
Deuticke hervorgeht, auch mit anderen Salzen erzielen, wo- 
bei die Verschiebung der Gleichgewichtslage der in Frage 
kommenden reversiblen Reaktion nach der Seite der Synthese 
bald durch das Anion, bald durch das Kation des verwandten 
Salzes verursacht wird. Die spaltungsbegiinstigende Wirkung 
anderer Ionen lieB sich am PreBsaft durch die mehr oder 
weniger starke Hemmung der Synthese zeigen, die bei gleich- 
zeitigem Zusatz dieser Ionen z. B. mit dem synthesebegiinstigen- 
den Fluorid eintritt. 

Schon die Tatsache, daB die Wirkungsart verschiedener 


; *) H. Lange u. Martin Erich Mayer, Diese Zs. Bd. 141, S. 181 
» (1924). 


*) H. Lange u. Martin Erich Mayer, Unverdffentlichte Unter- 
suchungen. 
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Jonen auf den Lactacidogenwechsel von ihrer Stellung in der 
lyotropen Reihe abhingig ist, lieB daran denken, daB diese 
Kinwirkung durch Beeinflussung des kolloiden Zustandes, sei 
es des Fermentes selbst, sei es kolloider Begleitstoffe desselben, 
erfolgte. Den unmittelbaren AnlaB zu der vorliegenden Unter- 
suchung bot aber die von Embden und Haymann gemachte, 
bisher unveréffentlichte Beobachtung, daB die Synthese von 
Lactacidogen nach Fluoridzusatz in ihrem Umfange unter 
anderem auch von der Schnelligkeit abhingig ist, mit der 
nach der Tétung des Versuchstieres der PreBsaft gewonnen wird. 

Derartige Beobachtungen lieBen sich méglicherweise da- 
durch erkliren, da8 die synthesebegiinstigende Kinwirkung von 
Ionen durch Vermittlung von Kolloiden erfolgt, welche die fir 
diese Vermittlung notwendige ,,lonenempfindlichkeit“ durch 
Alterung leicht verlieren. Diese Arbeitshypothese haben wir 
auf Veranlassung von Professor Embden einer experimentellen 
Priifung unterzogen. 


Methodik. 


Die Versuche wurden an verschiedenem Material durch- 
gefiihrt; vor allem an Muskelbrei, der von Kréten und Fréschen 
(Rana temporaria und Rana esculenta), dann aber auch am 
Hundemuskelbrei sowie am PreBsaft aus Hunde- und Kaninchen- 
muskulatur. 

Wir besprechen zunichst das in den Breiversuchen an 
Kréten und Fréschen angewandte Verfahren. Die Hinter- 
schenkel der Tiere wurden nach der in iiblicher Weise erfolgten 
Dekapitation und nach Entfernung der Haut auf einer von 
unten mit Eis gekihlten Glasplatte so rasch als méglich 
mit der Schere fein zerschnitten. Die so erhaltenen, etwa 
18—20 g Muskelbrei, zu deren Gewinnung eine gréBere An- 
zahl von Tieren (Kréten manchmal mehr als 10) notwendig 
waren, wurden nach griindlichster Durchmischung teils sofort 
verarbeitet, teils erst nach 2—3stiindigem Stehen in einem 
Wasserbade, dessen Temperatur in den einzelnen Versuchen 
konstant gehalten wurde und zwischen Wasserleitungs- (13°) 
und hoher Zimmerwirme (20°) schwankte. Ein Anteil des 
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Muskelbreis von etwa 1 g wurde so rasch als mdglich nach 
der Gewinnung in ein mit Schliffdeckel verschlossenes Wige- 
glas, das 5 ccm Salzsiiure von 4°/, enthielt, und vorher ana- 
lytisch gewogen war, eingefiillt. Durch vorsichtig schiittelnde 
Bewegungen wurde dafiir gesorgt, daB jedes einzelne Muskel- 
teilchen griindlich mit der Siiure in Berithrung kam, und nun- 
mehr das Glischen in das Wigezimmer gestellt. Die Menge des 
angewandten Muskelbreis wurde durch eine zweite analytische 
Wagung ermittelt und dann die Fallung nach Schenck durch 
Zusatz von 5 ccm Wasser und 5 ccm Quecksilberchlorid von 
5°/, vollendet (A-Bestimmung). Ein zweiter Ansatz wurde in 
9 ccm Natriumbicarbonat von 2°/, gewogen und alsdann wih- 
rend 2 Stunden bei 40° gehalten, um eine méglichst voll- 
kommene Spaltung des Lactacidogens zu erzielen (B-Bestim- 
mung). Alle anderen Versuche blieben die gleiche Zeit 
(3 Stunden) in je 5 ccm verschiedenartiger Fliissigkeiten, in 
denen auch ihre analytische Wagung erfolgte, stehen. Weitaus 
in der Mehrzahl der Fille wandten wir als synthesebegiinstigen- 
des Salz Natriumfluorid in Konzentrationen, die zwischen m/2 
und m/10000 schwankten, an. In fast allen Untersuchungen 
enthielt die Salzlésung 0,4°/, Glykogen (bisweilen auch die 
gleiche Menge Starke), Zusiitze, die nach den Erfahrungen von 
Embden und Lehnartz, von Lange, sowie von Embden 
und Haymann im Muskelbrei und im MuskelpreBsaft als 
Material zum Aufbau von Lactacidogen verwandt werden 
kénnen. In mehreren Versuchen am Brel, und namentlich am 
PreBsaft, enthielt die Zusatzfliissigkeit zur Aufrechterhaltung 
eines einigermaBen konstanten H-lonengehalts 2°/, Natrium- 
bicarbonat. Zum Vergleich mit der durch den Salzzusatz 
erfolgten Beeinflussung des Lactacidogenwechsels wurden ferner 
Versuche mit reinem Wasser, sowie mit waBriger Glykogen- 
lisung von 0,4°/,, die gegebenenfalls auch 2°/, Natriumbicarbonat 
enthielt, angestellt. Zur Unterbrechung der Versuche wurden 
genau 5 com 4°/,iger Salzsiure und 5 ccm 5°/, igen. Queck- 
silberchlorids hinzugefiigt. Simtliche Flissigkeiten wurden 
unmittelbar nach der Fallung griindlich durchgeriihrt. 

Genau in der gleichen Weise wie die eben geschilderten 
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Versuche wurden auch jene mit dem waihrend 2—3 Stunden 
aufbewahrten Muskelbrei angestellt, d. h. es wurden nach An- 
satz der 1. Versuchsreihe Anteile von etwa 1 g Muskelbrei in 
Wigegliischen von gleicher Beschaffenheit wie sie fir die 
1. Versuchsreihe angewandt wurden, analytisch gewogen. Der 
Muskelbrei blieb in diesen Wagegliischen 2—3 Stunden nach 
dem Ansatz der 1. Versuchsreihe stehen und wurde nach dieser 
Zeit mit der gleichen Menge derselben Fliissigkeiten, die im 
1. Versuch zur Anwendung gelangten, versetzt. 

Kine A-Bestimmung, deren Zusatzfliissigkeit aus 4°/, iger 
Salzsiure bestand, unterrichtete iiber die Menge anorganischer 
Phosphorsiure zu Beginn des 2. Versuchs. Nach dem Zusatz 
der Fliissigkeiten blieben die einzelnen Versuche der 2. Reihe 
gleiche Zeit und bei der gleichen Temperatur wie jene der 
1. Reihe stehen und auch die weitere Verarbeitung dieser Ver- 
suche am ,gealterten“ Material erfolgte genau ebenso wie 
am frischen. Sie braucht nicht niher geschildert zu werden, 
da sie genau in der gleichen Weise wie in friiher verdffent- 
lichten Arbeiten (z. B. in der von Embden und Lehnartz, 
a. a. QO.) vorgenommen wurde, d. h. am Tage nach dem Ver- 
suche wurden simtliche Fliissigkeiten durch trockne Filter 
filtriert und gleiche Teile derselben — in unseren simtlichen 
Versuchen 10 ccm — zur Bestimmung der anorganischen 
Phosphorsiure als Strychninphosphomolybdat verwendet. 

Weitere methodische Angaben finden sich bei einzelnen 
der unten geschilderten Versuche. 


Versuchsergebnisse. 


Von den Ergebnissen der zahlreichen Versuche, die wir 
vornahmen, sind einige in graphischer Darstellung wieder- 
gegeben. 

Versuch 1 (Protokoll Nr. 9), 


der in Fig. 1 dargestellt ist, ergab am frischen Material 
(Kréten) einen Anfangsphosphorsiurewert von 0,230°/, H,PO,, 
bezogen auf die frische Muskulatur (Bestimmung A in der 
oberen Reihe). Nach 2 stiindigem Stehen bei 40° unter Zu- 





Dn 


| H 


Uber die Bedeutung von Ionen fiir die Muskelfunktion. 167 


satz von 2°/,igem Natriumbicarbonat, also unter Bedingungen, 
die der Regel nach zur vollstandigen Spaltung des Lacta- 
cidogens fiihren, war der Phosphorsiuregehalt auf 0,364°), 
(B in der oberen Reihe) nach 3 stiindigem Autfenthalt in Wasser 
von 17° auf nur 0,256°/, angestiegen, unter den gleichen Be- 
dingungen in Glykogenlésung aber eher um ein Geringes 
(0,224°/,) abgesunken. Mit diesem in 0,4°/, iger Glykogenlésung 


Versuch 1 (ProtokellN29) 21 IT 23. 
Versudistemperatur 17° 
dauer 3 Sid 
Material: Krotan 
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Fig. 1. 


erhaltenen Wert sind simtliche rechts von ihm dargestellten 


‘Einzelversuche vergleichbar, da bei ihnen der gleiche Glykogen- 


zusatz erfolgte. In der Héhe des A-Wertes ist eine aus- 
sezogene Horizontale eingezeichnet, in der Héhe des Glykogen- 
wertes eine punktierte Linie. Der die ausgezogene Linie 
iiberragende Teil der einzelnen Siiulen entspricht der Phos- 
phorsiurebildung, die Entfernung der unter der Horizontalen 
bleibenden Siulen von derselben dem Verschwinden von 
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Phosphorsiure. In 6 Einzelversuchen wurde die Einwirkung 
von Fluoridlésung in fallender Konzentration auf den Ablauf 
des Lactacidogenwechsels untersucht. Die starkste verwandte 
Konzentration betrag m/2, die schwichste m/10000. Das 
gréBte Verschwinden wurde am frischen Material bei Ver- 
wendung von m/10-Fluoridlésung beobachtet, hier sank die 
Phosphorsiure von 0,23°/, auf 0,08°/, ab; in m/100-Fluorid- 
lésung erfolgte eine nur wenig schwichere Lactacidogensynthese 
und auch in m/1000-Natriumfluorid ist diese noch recht be- 
trichtlich (Absinken der anorganischen Phosphorsiure auf 
0,156°/.). Zusatz von m/5000-Fluorid fiihrte hingegen zu 
keiner wesentlich stirkeren Synthese als sie in rein wiBriger 
Glykogenlésung von der gleichen Konzentration erfolgte, und 
in m/10000-Natriumfluorid wurde ein mit dem ,,Glykogenwert“ 
vollig iibereinstimmendes Ergebnis erhalten. 

Vergleichen wir mit den eben geschilderten Ergebnissen 
am frischen Material die darunter dargestellten am gealterten 
Muskelbrei, so sehen wir, da8 bei der einfachen 38 stiindigen 
Alterung der Phosphorsiuregehalt des Muskelbreis nur um ein 
Geringes angestiegen ist (Versuch A in der unteren Reihe 
),249°/, gegen 0,230°/, in der oberen). Die beiden B-Werte 
stimmen miteinander iiberein. In Wasser (Stab 3) erfolgte am 
gealterten Material eine ebenso starke Phosphorsiureabspaltung 
wie am frischen, wobei der am gealterten Material gewonnene 
Wert entsprechend dem héheren Ausgangswert natiirlich ab- 
solut etwas hiher ist. In 0,4°/,iger Glykogenlésung erfolgte 
am gealterten Brei deutliche Phosphorsiureabspaltung, im 
Gegensatz zum Verhalten des frischen Muskelbreis. Ein Blick 
auf die Fluoridversuche der unteren Reihe ergibt, da’ zwar 
auch am gealterten Material Phosphorsaiure verschwand, dab 
jedoch der Umfang der Lactacidogensynthese ein weitaus ge- 
ringerer als am médglichst frisch untersuchten war. So sank 
z. B. in m/10-Fluoridlésung der Phosphorsiiuregehalt am ge- 
alterten Material auf 0,195°/, (um 0,050°/,) gegen eine Ver- 
minderung am frischen Material auf 0,08°/, (um 0,15°/,). In 
m/1000-Fluoridlésung, in der am frischen Material noch starke 
Lactacidogensynthese erfolgte, ist diese am gealterten Material 
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nur gerade angedeutet. Freilich ist der hier gefundene Wert 
der Phosphorsiure wesentlich niedriger als bei Verwendung 
einfacher Glykogenlésung, in der am gealterten Material, wie 
eben erwihnt, deutliche Spaltung eintrat. m/5000- und 
m/10000-Fluorid zeigen in ihrem Verhalten keine deutlichen 
Unterschiede gegeniiber demjenigen reiner Glykogenlésung. 

In dem eben besprochenen Versuch wurde also die Fiahig- 
keit des Muskelbreis, bei EKinwirkung von Natriumfluorid an- 
organische Phosphorsiiure unter Synthese von Lactacidogen 
zum Verschwinden zu bringen, durch dreistiindiges Auf bewahren 
der zerkleinerten Muskulatur bei Zimmertemperatur auBer- 
ordentlich stark geschwacht, wihrend die Abspaltung der 
Phosphorsiure unter den Bedingungen des B-Versuches genau 
so gut wie am frischen Material erfolgte. 

Der erstgenannte Befund wurde in einer gréBeren An- 
zahl von Versuchen immer wieder bestitigt und auch der 
letztere noch 6fters erhoben. In ebenialls zahlreichen Ver- 
suchen erfolgte aber die Abspaltung der Phosphorsiure unter 
den Bedingungen des b-Versuches im aufbewahrten Muskelbrei 
nicht mit der gleichen Vollstandigkeit wie am frischen. 


Versuch 2 (Protokoll Nr. 8) 
ist in Fig. 2 dargestellt. Man sieht, daB der B-Wert am ge- 
alterten Material merklich geringer ist als am frischen (0,377 °/, 
gegen 0,388°/,), waihrend die Abspaltung in einfacher Gly- 
kogenlésung in der unteren Reihe starker als in der oberen 
Reihe ist. Die Verminderung der synthetischen Wirkung des 
Hluorids unter dem Einflu8 der Alterung tritt in diesem Ver- 
such fast noch deutlicher als im ersten hervor, namentlich sei 
darauf hingewiesen, da8 am frischen Material m/2000-F luorid- 
lésung noch zu recht betrichtlicher Synthese (Absinken der 
anorganischen Phosphorsdéure auf 0,194°/, bei emem A-Wert 
von 0,226°/, und einem Glykogenwert von 0,237°/,) fiihrte, 
wihrend am gealterten Material schon in m/1000-Fluorid- 
lésung keinerlei Verminderung der Phosphorsiure eintrat, 
freilich auch nicht die bei Verwendung von reiner Glykogen- 
lésung beobachtete Abspaltung. Der unter der Einwirkung 
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von m/2000-Fluoridlésung auf das gealterte Material gefundene 
Wert stimmt mit dem Glykogenwert tberein. 


Versuch 2.(Protokoll N°8) 18. I. 23. 
Versuchstemperatur 17° 
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Fig. 2. 


In 


Versuch 3 (Protokoll Nr. 14) 


ist ein Versuch am Muskelbrei von Rana esculenta dargestellt, 
in welchem die Zusatzfliissigkeiten statt Glykogen Kartoffel- 
stiirke enthielten, die nach friiheren Ergebnissen von Embden 
und Lehnartz ebenso wie Glykogen den Lactacidogenaufbau 
unter Kinwirkung synthesebegiinstigender Ionen zu verstirken 
vermag. Der Versuch bedarf keiner niheren Erliuterung, nu 
sei darauf hingewiesen, dab am gealterten Material der A- Wert 
betriichtlich héher, der B-Wert nicht unwesentlich niedriger 
als am frischen ist und daf einfacher Stiarkezusatz in beiden 
Fiillen zu einer gewissen Lactacidogensynthese fihrt, die am 
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gealterten Muskelbrei hier merklich stiirker als am frischen 
ist. Die stirkste Synthese erfolegt am frischen Material in 
m/10-, am gealterten in m/2-Fluoridlésung. Doch ist auch am 





























gealterten Material noch in m/1000- — der schwiichsten ver- 
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wert“ unterscheidet sich FO4% Stairke 

nicht von der B-Bestimmung.) Fie. 3 


Am gealterten Material be- 

wirkt auch hier einfacher Stiirkezusatz nicht wunerhebliche 
Synthese, wobei der gleiche Phosphorsiiurewert wie am frischen 
Material erreicht wurde. Im iibrigen war die Verminderung 
der Lactacidogensynthese bei der Alterung in diesem Versuch 
besonders stark ausgesprochen. Das stirkste Verschwinden 
von Phosphorsiure (Absinken auf 0,066°/,) wurde am frischen 
Material in m/10-, am gealterten Material (Verminderung auf 
0,29°/,) in m/100-Fluoridlésung erreicht. 


Es 
eee! le 
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Ein Versuch am Hundemuskelbrei, der bei Verwendung 
von frischem Material zu sehr betrachtlicher Lactacidogen- 
synthese fiihrte, lie am gealterten Brei selbst in der stirksten 
verwandten Fluoridkonzentration keinerlei Verschwinden 
Phosphorsaéure erkennen, sondern nur eine Hemmung der in 


reinem Wasser erfolgenden 


von 
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und wovon sich der eine von uns (A.) in hier nicht weiter 
zu schildernden Versuchen selber vielfach iiberzeugte. Ks 
wiire also denkbar, daB die geringere Synthesebegiinstigung 
am gealterten Material durch eine héhere Wasserstoffionen- 
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konzentration bedingt ist. Wir haben daher mehrtach unter- 
sucht, ob der Unterschied in dem Verhalten des frischen und 
des aufbewahrten Materials bestehen bleibt, wenn man die 
Fluorideinwirkung unter stirkster Pufferung sich vollziehen laBt. 
Als Putter benutzten wir Natriumbicarbonatlésung von 2°). 

Das Ergebnis eines derartigen Versuches ist in Fig. 5 
Protokoll Nr. 20) dargestellt. Es ergab sich, daf bei der 


Versuch 5. (ProtokeIN*20)  ¥. 24. 
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Autbewahrung der A-Wert betrichtlich angestiegen war, die 
beiden B-Werte sind identisch. In reiner Bicarbonatlésung 
ohne Glykogenzusatz wurde bei einer Temperatur von 18° 
ein héherer Phosphorsiiurewert am gealterten Brei als am 
irischen erreicht. Glykogenzusatz zu der Bicarbonatlésung 
bewirkte in beiden Reihen eine sehr betriichtliche Verminde- 
rung der Phosphorsiiureabspaltung. Wurde der Bicarbonat- 
glykogenlésung Natriumfluorid in fallenden Konzentrationen 
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vugesetzt, so fand am frischen und gealterten Material Lac 
tacidogensynthese statt, doch ist der Umfang dieser Synthes: 
in allen stirkeren Fluoridkonzentrationen am frischen Bre: 
weitaus betriichtlicher als am gealterten. In m/1000-Fluorid- 
lésung sinkt zwar der Phosphorsiiuregehalt des frischen 
Materials auf einen etwas niedrigeren Wert ab als der de: 
gealterten, die Menge der verschwundenen Phosphorsiure is’ 
aber am gealterten Material erheblich gréBer. m/5000-Fluorid- 
losung schlieBlich fihrte zu gleich groBen Phosphorsiurewerte) 
am irischen und am gealterten Material. Hier ist demzufolge 


das Verschwinden von Phosphorsiure am aufbewahrten Material 
ein selir viel betrichtlicheres als am frischen. Wir mdéchte1 
nicht glauben, daB dieses eigenartige Ergebnis durch einen 
Analysenfehler vorgetaéuscht wurde, denn eine Wiederholung 
des Versuches fiihrte insofern zu einem ganz ihnlichen Re- 
sultat, als auch hier in den stiirkeren Fluoridkonzentrationen 
nicht nur das Absinken der anorganischen Phosphorsiure aim 
frischen Material sehr viel stirker war, in den schwiichsten 
wirksamen Fluoridkonzentrationen der Unterschied in beiden 
Reihen sich dagegen verwischt. Sehen wir von dem Verhalten 
in ganz schwachen Fluoridlésungen ab, so lieferten die Ver- 
suche mit Pufferung eine volle Bestaitigung der ohne Pufferung 
erhaltenen Ergebnisse. 

Aufer den bisher besprochenen, graphisch dargestellten 
Muskelbreiversuchen wurde noch eine gréfere Anzahl vor- 
genommen. Das Ergebnis dieser Versuche ist in der nach- 
stehenden ‘T'abelle zusammengefaBt. Wir verzichten auf ihre 
Besprechung im einzelnen, die nur zu Wiederholungen fihren 
wiirde. 

Hingegen modchten wir noch kurz auf das Ergebnis eines 
Versuches am PreBsaft aus Hundemuskulatur eingehen. Nach 
den Ergebnissen von Embden und Haymann bewirkt Natrium- 
tluorid an frisch gewonnenem, mit Natriumbicarbonat gepuffertem 
und mit Glykogenlésung versetztem PreBsaft eine sehr starke 
Lactacidogensynthese. Die Ausdehnung unserer Versuche aul 
den PreBsaft erschien uns namentlich deswegen wichtig, weil 
hier die Pufferung mit weit gréBerer Sicherheit als am Muskel- 
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breil zu erreichen ist, bei dessen Verwendung mdglicherweise 
die puffernden Substanzen nicht geniigend in das Innere ein- 
dringen. Das Ergebnis eines derartigen Versuches ist in 
Hig. 6 dargestellt. Man sieht ohne weiteres, daB der 3 Stunden 
bei 13° aufbewahrte PreBsaft erheblich schwichere Lactaci- 
dogensynthese erkennen laBt, als der im frischen Zustand mit 
Fluorid versetzte. Die beiden Versuchsreihen sind um so 
besser vergleichbar, als beim Stehen des PreBsaftes ohne Zu- 


satz keine Zunahme der Phosphorsiiure eingetreten war. 


Versuch 6.(Protokoll N°S26) 74U 23 
bersuhstemperatar 73° 
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Kine Wiederholung des Versuches, bei der wir statt Hunde- 
muskelpreBsaft solchen aus Kaninchenmuskulatur anwandten, 
zeigte im Gegensatz zu den eben besprochenen Ergebnissen keine 
Verminderung der Lactacidogensynthese am gealterten Material. 
Wir wollen einstweilen auf dieses Resultat nicht eingehen. 

Daf die am Muskelbrei beobachteten Alterungserscheinungen 
auch bei Verwendung anderer synthesebegiinstigender lonen 


wie Fluorid eintreten wiirden, war von vornherein zu erwarten 
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Muskelbrei von 6 Kroten. 
Temperatur 18°. 
Fluoridlés. mit 0,4°/, Glykogen 
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Temperatur 18°. 
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und wir haben uns davon in einem Versuche mit Calcium- 
chlorid, das nach einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit von 
Hermann Lange (a. a. 0.) den synthesebegiinstigenden Ionen 


zuzuzdihlen ist, besonders iiberzeugt. 


Der Versuch, der am Muskelbrei von T’emporarien aus- 
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Fig. 7. 


gefiihrt wurde, ist in Fig. 7 
graphisch dargestellt und 
bedarf kaum einer weiteren 
Erliuterung. Bei der opti- 
malen Calciumkonzentra- 
tion — in beiden Reihen 
m/50 — ist am frischen 
Material der Phosphor- 
siuregehalt von 0,32 auf 
0,12°/, abgesunken, am 
gealterten Material hin- 
gegen von 0,36 nur aui 
0,30°/,. Die von Lange 
beobachtete Mehrphasig- 
keit der Kalkwirkung ist 
im Versuch am frischen 
Material, an dem m/1- 
Calciumchloridlésung — et- 
was schwacher als die 
vorhergehende und nachfol- 
gende Konzentration syn- 
thetisierte, weniger aus- 
gesprochen als am gealter- 
ten,wo das gleicheVerhalten 
der m/1-Calciumchlorid- 
lésung deutlich hervortritt. 


Aus siimtlichen besprochenen Versuchen geht hervor, dai 
die unter der Kinwirkung von Natriumfluorid im Muskelbrei er- 
folgende Synthese von Lactacidogen schon durch 2—3 stiin- 
diges Aufbewahren der zerkleinerten Muskulatur bei niederen 
Temperaturen in ihrem Umfang stark vermindert wird. Da 
diese Verminderung der Befahigung zur Lactacidogensynthese 
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auch bei reichlichem Zusatz von Glykogen oder Stirke be- 
stehen bleibt und ebensowenig durch Pufferung mit Natrium- 
hicarbonat aufgehoben wird, ist sie weder auf dem Mangel an 
dem notwendigen Baumaterial iiir das Lactacidogen, noch aut 
eine Verschiebung der H-lonenkonzentration im Sinne einer 
Siuerung zuriickzufiihren. Wenngleich es sich hier wohl um recht 
verwickelte Vorgiinge handeln diirfte, so widerspricht doch keiner 
der von uns erhobenen Befunde der Anschauung, daB die Ab- 
nahme der synthesebegiinstigenden Wirkung des Natrium- 
fluorids und auch des Calciumchlorids beim Aufbewahren von 
Muskelbrei auf Alterungserscheinungen an eben jenen Kollo- 
iden zuriickzufiihren ist, deren im lebensfrischen Zustande hohe 
Kmpfindlichkeit gegen lonen den beherrschenden Einflu8 der 
letzteren auf den Lactacidogenwechsel zu vermitteln scheint. 
Wenn die eben gegebene Deutung richtig ist, so diirfte die 
lonenempfindlichkeit der in Frage kommenden Kolloide in der 
lebenden Muskulatur noch wesentlich gréfer sein als selbst 
im lebensfrischen Muskelbrei, und demzufolge diirften der Lac- 
tacidogenaufbau und -abbau wahrend des Lebens durch noch 
viel geringere Anderungen in der Ionenmischung entscheidend 
beeinfluBt werden, als sie in einer Reihe vorangehender und 
auch in der vorliegenden Untersuchung am Muskelbrei wirksam 
waren. 
Zusammenfassung. 


|. Die Fahigkeit des Muskelbreis unter der Kinwirkung 
von Natriumfiuorid anorganische Phosphorsiure in Lactacidogen 
iiberzufiihren, wird auf erordentlich stark abgeschwiicht, wenn 
die zerschnittene Muskulatur vor dem Versuche wenige Stunden 
bei niederer Temperatur (13—19°) aufbewahrt wird. 

2. Es kann sich hierbei nicht um die Folge einer Ver- 
armung an Glykogen handeln, denn auch Zusatz reichlicher 
Glykogenmengen iindert das eben erwihnte Verhalten der auf- 
bewahrten Muskulatur nicht, 

3. Zusatz von Natriumbicarbonat zum Ausgleich der beim 
Aufbewahren des Muskelbreis auftretenden Vermehrung der 
H-Ionenkonzentration lif®t ebenfalls den Unterschied zwischen 

13° 
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irischer und aufbewahrter Muskulatur (von ganz geringen 
Fluoridkonzentrationen abgesehen) bestehen. 

4. Die gleichen Erscheinungen wie am Muskelbrei ge- 
langten auch in einem Versuch am MuskelpreBsaft zur Beob- 
achtung. 

>. AuBer der Einwirkung von Natriumfluorid wurde auch 
jene von Calciumchlorid auf den frischen und den kurze Zeit 
autbewahrten Muskelbrei untersucht. Die Ergebnisse ent- 
sprechen ganz den mit Natriumfiuorid gewonnenen. 

6. Auf die Deutung der beobachteten Erscheinungen als 
Ausdruck von Alterungsvorgingen an urspriinglich hdéchst 
ionenempfindlichen Kolloiden kann hier nicht nochmals einge- 


gangen werden. 
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Vi. Mitteilung. 


Die Wirkung verschiedener Anionen auf die Phosphorsaure- 
bildung im tberlebenden Froschmuskel. 
Vo! 


Hermann Lange und Martin Erich Mayer. 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt 


Der Redaktion zugegangen am 15. August 1924.) 


Schon vor einiger Zeit konnten Embden und Lehnartz* 
die auberordentliche Wirksamkeit anorganischer lonen auf den 
Lactacidogenwechsel im  frischgewonnenen Muskelbrei des 
Frosches zeigen. Der EinfluB der von ibnen untersuchten 
Anionen aui den erwiihnten Fermentvorgang entsprach durch- 
aus den lyophilen Kigenschaften der angewendeten Salze. So 
fiihrten stark quellungsbegiinstigende Ionen wie Rhodanid und 
Jodid zu erheblicher Phosphorsaureabspaltung aus dem Lacta- 
cidogenmolekiil; von geringerer Wirkung waren Nitrat, Bromid 
und Chlorid. Sulfat und Tartrat dagegen zeigten in ihrer 
Wirkung kaum einen Unterschied gegeniiber reinem Wasser 
wihrend Citrat und Fluorid, insbesondere das letztere, nicht 
nur zu einer vollstiindigen Hemmung der Lactacidogenspal- 
tung, sondern zu einer ganz erheblichen Synthese von 
Lactacidogen fiihrten. 

Die beschriebenen T'atsachen stehen in einem autfallenden 
Parallelismus zu iilteren Beobachtungen von C. Schwarz”), 


') G. Embden u. E. Lehnartz, 


Diese Zs. Bd. 134, S. 243 (1924). 
*) C. Schwarz, Pfliigers Arch. Bd. 117, S. 161 (1907). 
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welcher zeigte, daB rohrzuckergeliahmte Muskeln am _ besten 
von Rhodanionen in ihrer Erregbarkeit restituiert werden 
kénnen, waihrend die folgenden Glieder der Hofmeisterschen 
Reihe immer weniger zu dieser Wirkung sich befihigt erwiesen. 
Auf die theoretischen SchluBfolgerungen, die Embden und 
Lehnartz aus diesem Parallelismus zogen, soll hier nicht 
eingegangen werden. 

Wiihrend die Salzeinfliisse bisher am Froschmuskelbrei, 
also am weitgehend strukturgeschidigten, oder am Muskel- 
preBsaft}), d. h. an einem (wenigstens im anatomischen Sinne) 
strukturfreien Material untersucht wurden, befaBt sich die 
vorliegende Arbeit mit dem Studium des Ioneneinflusses auf 
den isolierten, lebensfrischen, méglichst intakten Froschmuskel. 

Derartige Versuche wurden von uns in sehr groBer Zahl 
und unter verschiedenen Bedingungen ausgefiihrt. Hierbei 
heobachteten wir neben den chemischen Verinderungen auch 
die Erscheinungen, die solche Muskeln in biologischer Hinsicht 
boten. In der vorliegenden Untersuchungsreihe teilen wir zu- 
niichst den EinfluB hoher konzentrierter Lésungen verschiedener 
Natriumsalze auf die Phosphorsiurebildung im isolierten Frosch- 
muskel bei sehr kurzer EKinwirkungszeit mit. 


Methodik. 

Frische Schenkelmuskeln von Esculenten oder Temporarien 
(Gastrocnemius und Semimembranosus, in einzelnen Fallen auch 
Triceps femoris) wurden auf das sorgfaltigste pripariert; ihr 
Gewicht wurde so rasch wie mdglich festgestellt, so da der 
Versuch immer weniger Minuten nach der Praparation be- 
ginnen konnte. Die beiderseitigen Muskeln wurden gleichzeitig 
an Platinelektroden innerhalb Kopyloffscher GefiiBe sus- 
pendiert. Fiir den als Kontroile dienenden Muskel A war das 
Behaltnis als feuchte Kammer hergerichtet, bei Muskel B 
wurde es mit 10 ccm der betrefienden Salzlésung beschickt. 
Nach kurzem Aufenthalt (dessen Dauer bei den einzelnen Ver- 
suchen niiher angegeben ist) wurde der Versuch unterbrochen 


1) G. Embden u. K. Haymann, Diese Zs. Bd. 137, 8S. 154 (1924). 
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Lésung befreit; dann wurden beide Muskel rasch zerschnitten 
und unmittelbar in analytisch gewogene GefiBe mit je 5 cem 
Salzsiure von 4°/, versenkt. Durch die zweite analytische 
Wiigung wurden gleichzeitig Gewichtsveriinderungen, welche 
der Muskel B in einer Salzlésung etwa erfahren hatte, ermittelt. 
Die Phosphorsiure wurde in der nach Schenck enteiweiBten 
und entquecksilberten Lésung nach dem gravimetrischen Mikro- 
verfahren als Strychnin—Phosphormolybdat bestimmt. Die Be- 
stimmungen wurden auf das urspriingliche Muskelgewicht der 
stets quantitativ verarbeiteten Muskeln bezogen, so daB die 
unter der Salzeinwirkung etwa aufgetretenen Gewichtsinderungen 
auBer Betracht bleiben und die A- und B-Muskeln unmittelbar 
miteinander vergleichbar sind. 


Versuchsergebnisse. 


In Tabelle 1 sind die Ergebnisse von 4 Versuchen mit- 
geteilt, in denen stark konzentrierte Natrium-F luoridlésungen 
angewendet wurden. Die wesentlichen Hinzelheiten der Ver- 
suchsanordnung sind aus der Tabelle ersichtlich. 

Vergleicht man die Werte der freien Phosphorsiure der 
Huoridbehandelten Muskeln mit denen der unbehandelten 
Kontrollmuskeln, so ergibt sich in allen Versuchen iiberein- 
stimmend eine mehr oder weniger groBe Verminderung. So sinkt 
die freie Phosphorsiure in Versuch 1 von 0,287°/, (bezogen 
auf die Muskulatur) auf 0,240, und von ahnlicher Gréfen- 
ordnung ist die Abnahme in Versuch 2. Die EKinwirkungs- 
dauer betrigt im 1. Versuch etwas titber 14 Minuten, im 2. Ver- 
such 191/, Minuten. Im 3. Versuch sinkt die Phosphorsiure 
von 0,296 auf 0,165 und im 4. von 0,284 auf 0,138, also etwa 
auf die Halfte des Anfangswertes. Die EKinwirkungsdauer bis 
zur Unterbrechung durch Salzsiure betrug in den letzten beiden 
Versuchen je 4+/, Minuten. Die Konzentration der Fluorid- 
lésung war in Versuch 4 und 5 gegeniiber den ersten beiden 


Versuchen um das 5fache erhoht. 


Die zum Teil sehr auffilligen biologischen Beobachtungen an 
den mit Fluorid behandelten Muskeln sind in Reihe 8 der Tabelle 


rich Mayer, 
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wiedergegeben. Namentlich sei darauf hingewiesen, da auf ver- 
einzelte Probereize, die in allen Versuchen gesetzt wurden, iiberall 
zunaichst Verkiirzung und dann Verlingerung des Muskels iiber 
die urspriingliche Ruhelinge hinaus eintrat. Ferner bemerken 
wir, daB& die Konsistenz des Fluoridmuskels gegeniiber jener 
des Kontrollmuskels immer auffallend weich war. Zur Zeit 
der chemischen Verarbeitung bestand in keinem Versuch noch 
ein Verkiirzungsriickstand, meist war sogar eine erhebliche 
Verlangerung iiber die zu Anfang vorhandene Lange hinaus 
eingetreten. In der Fliissigkeit, welche dem Muskel als Aufent- 
halt gedient hatte, konnten wir trotz der Empfindlichkeit des 
chemischen Nachweises als Strychnin—Phosphormolybdat auch 
bei weit liingerer EKinwirkung als sie in den Versuchen der 
Tabelle 1 erfolgte, niemals Spuren von Phosphationen fest- 
stellen. 

In Tabelle 2 geben wir die mit Natriumcitrat gewonnenen 
Krgebnisse wieder. Nach den in den Spalten 6 und 7 ent- 
haltenen Angaben erfolete auch unter Citratwirkung iiberall 
eine mehr oder minder ausgesprochene Phosphorsiiureabnahme. 

Die Abnahme ist allerdings zum ‘Tl'eil wesentlich geringer 
als die unter Fluorideinwirkung erfolgende. In allen Fallen 
ist (siehe Stab 5) wihrend des Aufenthaltes in der Salzlésung 
eine Gewichtsverminderung des Muskels eingetreten. Das bio- 
logische Verhalten der Citratinuskeln (siehe Spalte 8) erinnert 
sehr an das der :Fluoridmuskeln. Auch hier traten mehrfach 
starke fibrillare Zuckungen «auf. In allen Versuchen konnte 
man ferner den Eintritt einer Kontraktur wahrnehmen; diese 
bildete sich auf Probereize etwas zuriick, indessen erreichte 
die Verliingerung in keinem Falle die urspriingliche Ruhelinge 
des Muskels. In Versuch 5 hatte beim letzten Probereiz die 
Zuckungshéhe bedeutend’ abgenommen, in Versuch 6 war der 
Muskel beim 3. Probereiz gelihmt. Die Versuche 7 und 8 
wurden vor der Liihmung unterbrochen. Wir weisen darauf 
hin, daB auch bei den Versuchen dieser Gruppe die Suspensions- 
flissigkeiten frei von Phosphat befunden wurden. 

In Tabelle 3 sind die mit Natriumtartrat angestellten Ver- 
suche mitgeteilt. 
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Der KinfluB auch dieses Salzes zeigt sich in einer Ve; 
minderung der anorganischen Phosphorsiure. Die Abnahm 
ist von iihnlichem Umfange, wie sie in den Citratversuchen 
beobachtet wurde. Auch hier erlitten die Muskeln in der 
Suspensionsfliissigkeit ausnahmslos GewichtseinbuBen. In_bio- 
logischer Hinsicht glichen die 'artratversuche den bisherigen 
auberordentlich; die Muskeln verfielen mehrfach in fibrilliire 
Zuckungen. Im Gegensatz zum Fluor und Citrat trat die 
heobachtete Kontraktur immer sehr rasch auf und zeigte keine 
Neigung, sich nach Reizung zuriickzubilden. Wenngleich eine 
Abnahme der Zuckungshohe regelmifbig zu konstatieren war, 
kam es innerhalb der Versuchsdauer nicht zu einer voll- 
stiindigen Lihmung. Die Suspensionsfliissigkeiten enthielten 
keine nachweisbaren Mengen von Phosphat. Die Konsistenz 
der Muskeln war von iihnlich weicher Beschaffenheit, wie sie 
auch unter Fluor- und Citratwirkung uns aufgefallen war. 
Diese nachgiebige und weiche Beschaffenheit der Muskel- 
substanz méchten wir um so mehr hervorheben, als bei de: 
Tartratgruppe siimtliche, bei der Citratgruppe einige Muskel» 
im Zustande der Kontraktur verarbeitet wurden. 

Die synthetische Umwandlung von Phosphorsiiure in Lacta- 
cidogen ist in allen Versuchen deutlich, wenn wie auch meist 
hinter der in Fluorid und auch in Citrat erfolgenden zuriick- 
bleibt. Die Tatsache, daB im ganzen Muskel unter Kinwirkung 
von ‘l'artrat Synthese von Lactacidogen auftritt, waihrend am 
Muskelbrei in den Versuchen von EKmbden und Lehnartz 
hichstens Spaltungshemmung beobachtet wurde, ist vielleicht 
namentlich im Hinblick auf die Ergebnisse einer voranstehen- 
den Arbeit von Abraham und Kahn von Interesse. 

In Tabelle 4 ist eine Reihe von Versuchen iiber den Kin- 
flu8 von Jodnatrium wiedergegeben. 


Betrachtet man zunichst das Verhalten des Muskelgewichts, 
so zelgt sich iiberall eine von Versuch zu Versuch verschiedene 
Abnahme. Die Werte fir freie Phosphorsiure (Spalten 6 und 7) 
zeigen meist eine praktisch véllige Ubereinstimmung mit denen 
des Kontrollmuskels (siehe die Versuche 14, 15, 16, 18 und 19). 
nur in Versuch 17 ist eine deutliche Vermehrung, in Versuch 20 
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eine weniger ausgesprochene eingetreten. Dagegen ist in den 
Versuchen 21, 22 und 23, die an verschiedenen Muskeln ein 
und derselben 'Temporaria angestellt wurden, eine Verminde- 
rung der anorganischen Phosphorsaiure unter Jodidwirkung ein- 
getreten, die in den Versuchen 21 und 22 ziemlich gerinfiigig, 
in Versuch 23 (Triceps) dagegen sehr erheblich ist. Die 
Aufenthaltsdauer in der Jodidlésung schwankt zwischen etwas 
iiber 4 Minuten und 45 Sekunden. 

Von den biologischen Erscheinungen méchten wir zunichst 
diejenigen mitteilen, welche wir bei allen Versuchen feststellen 
konnten; die aufSerordentlich groBe, in den ersten 3 Versuchen 
nach 20 Sekunden, in den iibrigen sofort einsetzende Kontraktur, 
die starken fibrilliren Zuckungen und die am Versuchsende 
regelmiBig vorhandene merkwiirdige Konsistenz, die wir in den 
Protokollen als knorpelartig hart bezeichnet haben. Auf Probe- 
reize trat gewOhnlich nur noch geringe Verkiirzung ein. Oft 
trat nach der maximalen Ausbildung der Kontraktur spontan 
ein Riickgang ein, in allen Fallen aber war der Schreibhebel 
noch sehr weit von der Abszisse entfernt. Besonders rasche 
und hohe Kontrakturen wiesen die Semimembranosi auf.!) So 
nahm in Versuch 22 dieser Muskel, welcher fiir 12 Sekunden 
in die Jodlésung eingetaucht wurde, eine fast kugelférmige 
(xestalt an. Auf die Tatsache, daB trotz der Entwicklung von 
maximalen Kontrakturen eine Vermehrung der anorganischen 
Phosphorsaiure nicht festgestellt werden konnte, méchten wir 
an dieser Stelle noch nicht niher eingehen.?) 

In samtlichen hier mitgeteilten Jodidversuchen kamen 
stark hypertonische Lésungen zur Verwendung (die schwiichste 
Konzentration war dreifach isotonisch, entsprechend einem 
Natriumjodidgehalt von 4,95 °/,). Wir halten es fiir sehr még- 
lich, daB es hierauf zuriickzufiihren ist, daB — anders wie in 
der mehriach erwihnten Arbeit von Embden und Lehnartz, 


*) Dies Verhalten erinnert an ihnliche Beobachtungen H. Vogels 
Diese Zs. Bd. 118, S. 123 (1922)| bei Kinwirkung von Kaliumsalzlésungen 
auf den gleichen Muskel. 


*) Milchsiurebestimmungen wurden nicht ausgefiihrt. 
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in der weitaus schwichere Lisungen, als wir sie benutzten, 
zur Anwendung kamen, das Natriumjodid nicht regelmaBig zur 
Abspaltung von Phosphorsiure fihrte.’) 





Tabelle 5 gibt die Untersuchungsergebnisse mit Rhodan- 
salzen wieder. 


Hier sinkt das Muskelgewicht in der Salzlésung ebenso 
wie am Jodmuskel in allen Fallen deutlich. Die freie Phosphor- 
siure ist tiberall, im Gegensatz zur iiberwiegenden Mehrzahl 
der Jodidversuche, vermehrt. So steigt sie in Versuch 24 von 
0,263 auf 0,322, in Versuch 25 von 0,313 auf 0,354, in Ver- 
such 26 betrigt die Zunahme etwa 12°),, in den letzten 3 Ver- 
suchen etwas weniger. Die Verinderungen im _ biologischen 
Verhalten zeigten groBe Abnlichkeit mit denen, die unter Kin- | 
wirkung von Natriumjodid auftraten. Auch hier trat unmittel- 
bar nach Einbringen des Muskels in die Liésung maximale 
Kontraktur ein, auffallend war jedoch, daB Probereize immer 
noch eine ganz erhebliche weitere Verkiirzung herbeifiihrten. 
Im Gegensatz zu den Jodmuskeln beobachteten wir hier in 
keinem Fall einen spontanen Riickgang der Kontraktur. Die 
Konsistenz der schlieBlich meist kugelig deformierten Muskeln 
war deutlich noch hiarter als unter der Jodeinwirkung. Wir | 
haben ihr glinzendes Aussehen in den Protokollen als porzellan- | 
artig, ihre Konsistenz als holzartig bezeichnet. 


ee a 


Aus den geschilderten Versuchen geht hervor, daB isolierte, 
lebensfrische Froschmuskeln in ihrem Lactacidogengehalt durch | . 
von auBen einwirkende Salzlésungen in ganz dhnlicher Weise | 
wie lebensfrischer Muskelbrei beeinfluBt werden. 


Ebenso wie in den Muskelbreiversuchen von EKmbden 
und Lehnartz traten in der vorliegenden Untersuchung, in 
der die Muskeln mit der Salzlésung durch einfaches Eintauchen 
in Berithrung gebracht wurden, charakteristische Anderungen 
des Lactacidogenwechsels ein. Die quellungshemmenden Fluorid-, 
Citrat- und Tartrationen bewirkten Verschwinden von an- 


1) Die erhaltenen Niederschlige von Strychnin-Phosphormolybdat 


waren frei von Jod, wodurch ein bei Anwesenheit von Jodid méglicher 
methodischer Fehler ausgeschlossen wird. 


y 


y 
4, 
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organischer Phosphorsiure, fraglos unter Aufbau von Lactaci- isc 
dogen. Wenn hierbei unsere Versuche, wenigstens fiir das at 
Citrat und namentlich fiir das Tartrat zu wesentlich stiarkerer gu 
Lactacidogensynthese als in den Versuchen von Embden und gu 
Lehnartz fiihrten, so weist dieser Befund darauf hin, da® die de 
Abhiangigkeit des Lactacidogenwechsels von der lonenmischung E: 
am annihernd intakten Muskel noch gréBer als am zer- fo 
kleinerten ist. do 


Rhodannatrium fiihrte im Gegensatz zu den eben be- 
sprochenen Salzen und in vélliger Ubereinstimmung mit den 
Breiversuchen der eben genannten Autoren zu starker Phos- 
phorsiureabspaltung. 


Nur die Ergebnisse unserer mit Natriumjodid angestellten 
Versuche stimmen mit denen von Embden und Lehnartz 
nicht iiberein. Wenigstens konnte in einer Reihe von 10 Ver- 
suchen nur 2 mal eine auferhalb der Fehlergrenze der Be- 
stimmung gelegene Lactacidogenspaltung festgestellt werden. 
In der tiberwiegenden Mehrzahl der iibrigen Versuche blieb 
der Lactacidogenbestand trotz der starken, mit Konsistenz- 
zunahme verbundenen Kontrakturen, die gerade auch in Jodid- 
lésungen eintraten, annihernd unverandert. 


Nur in 3 Versuchen, die an verschiedenen Muskeln ein 
und desselben Tieres vorgenommen wurden, kam es zur Ver- 
minderung der anorganischen Phosphorsiure. 


Fiir den mit den am Brei gewonnenen Ergebnissen nicht 
iibereinstimmenden Ausfall unserer Versuche kénnen von vorn- 
herein sehr verschiedenartige Ursachen in Betracht kommen. 
In erster Linie diirfte daran zu denken sein, daB die genannte 
Verschiedenheit durch die iiberaus starke, von uns verwandte 
Natriumjodidkonzentration bedingt war. Denn die Konzen- 
tration der schwichsten Lésung, die wir anwandten, war immer- 
hin dreifach isotonisch. Freilich wurde auch von Rhodanid, 
das in allen Versuchen zur Lactacidogenspaltung fiihrte, ihn- 
lich konzentrierte Lésungen angewendet. 


Aber auch der Umstand mu8 wohl in Betracht gezogen 
werden, daB das Natriumjodid, in dessen Lésungen bekanntlich 
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isolierte Muskeln — im Gegensatz zum Verhalten bei den 
iibrigen, von uns verwandten Salzen — zuniichst besonders 


gut erregbar und arbeitsfahig sind, jene intramuskuliren Re- 
gulationsmechanismen intakt lift, die bei normalem Ablauf 
der Muskelkontraktion in Titigkeit treten, und nach den von 
Kmbden und Lawaczeck gewonnenen Ergebnissen zum so- 
fortigen Wiederaufbau des voriibergehend gespaltenen Lactaci- 
dogens fiihren. 


14* 








Uber die Bedeutung von Ionen fir die Muskelfunktion. 
Vil. Mitteilung. 


Die Wirkung verschiedener organischer Anionen auf den 
Lactacidogenwechsel. 
Von 
Hans Joachim Deuticke. 
Mit 20 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1924.) 


In mehreren kiirzlich veréffentlichten Arbeiten aus dem 
hiesigen Institut konnte gezeigt werden, daB der Aufbau und 
Abbau des Lactacidogens in der Muskulatur und auch im 
MuskelpreBsaft aufs starkste beeinfluBt, ja geradezu beherrscht 
wird durch das Spiel und Gegenspiel von Ionen. Bald be- 
wirkt der Ionenzusatz, daB der an sich im Sinne eines Uber- 
wiegens der Spaltung verlaufende Lactacidogenstoffwechsel 
mehr oder weniger vollstiindig in die Richtung der Synthese 
gedriingt wird, wobei geringe Mengen bestimmter zugesetzter 
Ionen zu einem fast vollstiindigen Verschwinden von vorn- 
herein vorhandener anorganischer Phosphorsiure fiihren kénnen, 
bald wird umgekehrt die Geschwindigkeit der Spaltung so stark 
vermehrt, daB schon nach kurzer Zeit der gesamte Lactaci- 
dogenvorrat des Muskels unter Freiwerden von anorganischer 
Phosphorsiure aufgebraucht ist. 

Bei Untersuchung einer gréBeren Reihe von Anionen!) 
und im AnschluB daran auch von Kationen?”) stellte sich heraus, 





'! G. Embden u. E. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, S. 243 (1924); 
G. Embden u. C. Haymann, Diese Zs. Bd. 137, 8. 154 (1924), 
*) H. Lange, Diese Zs. Bd. 137, 8. 105 (1924). 
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daB die Art der Wirkung der verschiedenen Ionen auf den 
Lactacidogenstoffwechsel abhangig ist von ihrer Stellung in 
der lyotropen Reihe, wobei die am starksten quellungsférdern- 
den lonen am meisten spaltungsbegiinstigend, die am stirksten 
quellungshemmenden am meisten synthesebegiinstigend wirken, 

Schon friiher hatte Carl Schwarz’) gezeigt, daB die 
Restitution des rohrzuckergelihmten Muskels durch Natrium- 
salze verschiedener Saiuren in sehr verschiedenem MaBe erfolgt, 
Er konnte feststellen, daB die am quellungsbegiinstigenden 
Ende der lyotropen Reihe gelegenen Anionen am giinstigsten 
wirkten (Rhodanid, Jodid), wihrend die am quellungshemmen- 
den Ende gelegenen nur ganz schwache und vor allem nur 
ganz voriibergehende Erholung zulieBen (Sulfat, Tartrat, Citrat). 
Gerade im Zusammenhang mit diesen Untersuchungsergebnissen 
von Schwarz, sowie mit den Resultaten einer Arbeit von 
Embden und Lange”), aus der hervorgeht, daB bei der 
Muskelkontraktion nicht nur Austritt von Phosphat aus der 
Muskulatur, sondern auch Eintritt von Chlorionen in dieselbe 
erfolgt, wurde durch die eben genannten Befunde von Embden 
und Lehnartz, sowie von Lange der Gedanke nahegelegt, 
daB auch im lebenden Organismus infolge einer bei der Er- 
regung auftretenden Permeabilititssteigerung von Muskelfaser- 
grenzschichten Chlorionen und vielleicht auch gewisse Kationen 
in die Muskelfaser bis an den Ort des Lactacidogenstoffwechsels 
vordringen und dadurch Spaltung des Lactacidogens unter 
Phosphorsaurebildung bewirken (Km bden und Lehnartza.a.0O.). 


Auf weitere Untersuchungen, die sich mit der Kinwirkung 
von Ionen auf den Lactacidogenwechsel und auf den Kohle- 
hydratwechsel iiberhaupt beschaftigen, will ich an dieser Stelle 
nicht eingehen und noch weniger auf die theoretischen Schlub- 
folgerungen, die aus diesen Untersuchungen gezogen wurden. 
Denn schon aus dem eben erwahnten geht zur Geniige hervor, 
daB es Ionen gibt, die — allem Anschein nach durch Beeinflussung 
des Kolloidzustandes des in Frage kommenden Fermentes selbst 





1) C. Schwarz, Pfliigers Arch. Bd. 117, S. 161 (1907). 
*) G. Embden u. H. Lange, Diese Zs. Bd. 130, 8. 350 (1923). 
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oder von Begleitkolloiden des Fermentes — einen bestimmenden 
Einflu8 auf die Richtung des fermentativen Lactacidogenwechsels 
ausiiben. 

Wahrend die bisherigen Untersuchungen sich wesentlich 
mit dem Einflu8 anorganischer Ionen beschiaftigen, bildet 
den Gegenstand der vorliegenden Arbeit die Untersuchung der 
Kinwirkung verschiedener organischer Anionen auf den rever- 
siblen fermentativen Vorgang des Lactacidogenab- und -auf- 
baues. In erster Linie wurden hierbei solche Anionen be- 
riicksichtigt, deren Vorkommen im intermediaren Stoffwechsel 
sichergestellt oder wahrscheinlich ist, wobei auf Vollstandigkeit 
von vornherein verzichtet werden muBte. In den bisher ver- 
Offentlichten Versuchen wurde die Wirkung nur weniger orga- 
nischer Anionen auf den Lactacidogenwechsel beschrieben, die 
des Rhodanions, das sich, wie bereits oben erwahnt, als stark 
spaltungbegiinstigend erwies, und die der Tartrat- und Citrat- 
ionen, welche Spaltungshemmung oder Synthese hervorriefen. 

Die Besprechung der von mir gewonnenen Versuchs- 
ergebnisse wird nicht in der Reihenfolge der chemischen Syste- 
matik erfolgen, schon deswegen nicht, weil einander chemisch 
nahe verwandte Jonen schon nach friiheren und namentlich 
nach den von mir selbst gewonnenen Erfahrungen in ver- 
schiedener Weise auf den Lactacidogenwechsel einwirken kénnen. 

Ich habe mich bemiiht, ahnlich wie das in den friiheren 
Mitteilungen geschah, nicht nur die Wirkungsrichtung der 
einzelnen Anionen festzustellen, sondern auch die Wirkungs- 
stiirke verschiedener Anionen miteinander zu vergleichen. Der- 
artige Vergleichsversuche mit verschiedenen Ionen fiihren nur 
dann zu verwertbaren Ergebnissen, wenn sie an ein und dem- 
selben Muskelmaterial ausgefiihrt werden. 

Nach den Ergebnissen einer voranstehend verdéffentlichten 
Arbeit von Abraham und Kahn’) mu aufs strengste be- 
achtet werden, daB der Zusatz der einzelnen Salzlésungen zu 
den verschiedenen Anteilen der Muskulatur praktisch gleich- 
zeitig erfolgt, weil schon ein verschiedener Grad von Alterung 





1) A. Abraham u. P. Kahn, Diese Zs. Bd. 141, S, 161 (1924). 
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fiir den Ausfall des Versuchs von gréBter Bedeutung ist. Im 
iibrigen kann ich beziiglich der von mir verwandten Methodik 
fast ganz auf die friiheren Mitteilungen hinweisen. 

Die Mehrzahl meiner Versuche fihrte ich am Frosch- 
muskelbrei (von Temporarien und Esculenten) aus, und ver- 
wandte zu demselben Versuch stets 'Tiere von gleicher Art und 
von gleichem Fang. Die Tétung der Tiere und die méglichst 
beschleunigte Zerkleinerung der Schenkelmuskulatur auf einer 
eisgekiihlten Glasplatte erfolgte ganz wie friiher. Die Zahl 
der fiir jeden Versuch verwandten Frésche war verschieden; 
sie lag je nach der GréBe der Frésche und der Zahl der an- 
zusetzenden Versuche etwa zwischen 3 und 7. Stets wurde 
auBer dem zu Beginn des Versuches vorhandenen Phosphor- 
siuregehalt (A-Bestimmung) auch die Phosphorsiuremenge be- 
stimmt, «die sich unter den Bedingungen der Warmestarre 
(2 stiindiges Stehen im Wasserbad bei 40—45° unter Zusatz 
2°/,iger Bicarbonatlésung) gebildet hatte (B-Bestimmung), und 
daraus der Gehalt an Lactacidogenphosphorsiure berechnet. 
DaB es Versuchsbedingungen gibt, unter denen die Spaltung 
des Lactacidogens im B-Versuch eine unvollstindige ist, haben 
bereits Embden und Lehnartz festgesteilt, und ich selber 
muBte mich davon wiederholt iiberzeugen. Bei derartig un- 
vollstandiger Spaltung wird natiirlich der als Differenz zwischen B 
und A errechnete Wert der Lactacidogenphosphorsiéure zu 
niedrig gefunden. 

Die auf ihre Wirkung zu priifenden Salze wurden jeweils 
in verschiedenen Konzentrationen angewendet. Je genau 6 ccm 
dieser Salzlésungen wurden in mit Schliffdeckel versehenen 
Wigeglischen von annihernd 20 ccm Fassungsvermégen ana- 
lytisch gewogen. In ein weiteres Glaschen kamen 6 ccm Wasser. 
Je annahernd 1 g Froschmuskelbrei wurde als Ganzes in die 
fliissigkeitsbeschickten GefiBe derart eingebracht, daB der Brei 
zunichst an der Glaswand iiber der Fliissigkeit kleben blieb. 
Erst wenn alle GefaBe beschickt waren, wurde die Muskulatur 
vorsichtig durch schwenkende Bewegungen rasch in die Fliissig- 
keit versenkt, derart, da8 die einzelnen Muskelstiickchen nicht 
mehr aneinander hafteten. Das Versenken geschah so rasch, 
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daB es selbst fiir eine gréBere Versuchsreihe nicht linger als 
1 Minute dauerte. Jetzt erfolgte die zweite analytische Wagung, 
wodurch die verwandte Menge Muskulatur genau ermittelt 
wurde. Danach wurden samtliche Gefi®e in ein Wasser- 
bad gebracht, das entweder die Temperatur des flieBenden 
Leitungswassers hatte (10—14°) oder auf Zimmertemperatur 
elngestellt war. 


Die oben erwihnten A- und B-Bestimmungen wurden ganz 
ebenso ausgefiihrt, nur enthielt das Wigegliischen fiir die 
A-Bestimmung 6 ccm Salzsiure von 4 °/,, fir die B- Bestimmung 
die gleiche Menge Bicarbonatlésung von 2 °/,. 


In vielen Fallen fiihrte ich au8er dem erwaihnten Wasser- 
versuch auch noch einen solchen mit Glykogenlésung oder 
Weizenstarke von 0,4°/, oder 0,2°/, aus. Der Zusatz dieser 
beiden Polysaccharide hatte sich schon gelegentlich der Arbeit 
von Kmbden und Lehnartz zur Verhinderung stiirkerer 
Lactacidogenspaltung bewahrt. 


Die Unterbrechung der Versuche geschah durch Zusatz 
von je 6ccm 4°/,iger Salzsiure (beim A-Versuch 6 ccm Wasser }) 
und 6 ccm Quecksilberchlorid von 5°/,. Die Fillungen blieben 
nach griindlichem Umriihren mit diinnen Glasstiben, das in 
den ersten Stunden mehrfach wiederholt wurde, verschlossen 
iiber Nacht stehen. Die Weiterverarbeitung geschah nicht vor 
16—20 Stunden. Gleiche, genau gemessene aliquote Tile der 
Wiltrate (10 oder 15 ccm) wurden hierbei in frither mehrfach 
geschilderter Weise zur gravimetrischen Bestimmung der an- 
organischen Phosphorsaure als Strychninphosphormolybdat be- 
niitzt. 


Weitere technische Kinzelheiten werden bei einigen der 
unten zu schildernden Versuche angegeben. 


1) Ofters stellte ich zwei A-Versuche an, wobei die Salzsiiure im 
zweiten Versuch statt mit der gleichen Wassermenge mit der gleichen 
Menge der gepriiften Salzlésung in wechselnder Konzentration verdiinnt 
wurde. Beide Bestimmungen lieferten stets innerhalb der Fehlergrenze 
iibereinstimmende Werte, wodurch es ausgeschlossen ist, daB durch den 
Salzzusatz Analysenfehler hervorgerufen wurden. 
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Versuchsergebnisse. 


Ich beginne mit der Schilderung eines Versuches, in dem 
essigsaures und d,l-milchsaures Natrium in fallenden Konzen- 
trationen auf den Muskelbrei einwirkten. 

Versuch 1 (Nr. 12 des Protokolls, 15. 11. 1923). Das 
Ergebnis des Versuches ist in Fig. 1 graphisch dargestellt, in 
der die Héhe der einzelnen Saiulen jeweils dem Phosphorsiiure- 
gehalt entspricht. Die beiden gestrichelten Siulen geben den 
A- und B-Wert wieder. Simtliche iibrigen Versuche blieben 
1 Stunde im Wasserbad von 11,5° stehen, und wurden dann 


Versuch 7. (Protokoli N°92) 15. XZ.23. 
“ Versuchsdauer 1Sideim Wasserbad bei 115° 


Samll. Bestimm ungen mit 02% Gl ykogenzusatz 
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in der oben geschilderten Weise unterbrochen. In reinem 
Wasser stieg die Phosphorsiure von 0,300°/, (auf die Mus- 
kulatur berechnet) auf 0,352°/, an. Etwas geringer war der 
Anstieg bei Verwendung von 0,2 °/, Glykogenlésung §statt 
Wasser (0,343). 

Mit diesem Glykogenwert sind saimtliche rechts davon dar- 
gestellten Bestimmungen vergleichbar, da auch die bei ihnen 
verwandten Salzlésungen die gleiche Glykogenmenge enthielten. 
Daher ist in der Hohe dieses Wertes eine ausgezogene hori- 
zontale Linie eingezeichnet; eine gestrichelte Horizontale ist 
— wie in allen folgenden graphischen Darstellungen — in der 
Hihe des A-Wertes angebracht. Man sieht, daB essigsaures 
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wie auch d,l-milchsaures Na in stirkeren Konzentrationen ein 
erhebliches Verschwinden von anorganischer Phosphorsiure be- 
wirken. In m/2-Acetatlésung sinkt die anorganische Phosphor- 
siiure von 0,300 auf 0,213, im Versuch mit gleichkonzentriertem 
Lactat noch stiirker, auf 0,197, ab. Auch in den gréBeren 
Verdiinnungen erweist sich die synthesebegiinstigende Wirkung 
des milchsauren Na derjenigen des essigsauren Salzes iiber- 
legen. Das letztere fihrt bier in einer Konzentration von 
m/9 zu keiner merkbaren Synthese mehr, sondern nur zu einer 
volistiindigen Hemmung der in reiner Glykogenlésung erfolgen- 


Versuch 2. (Protokoll N°%5) 29. X2.23. 
Yersuchsdauer 1Stdewn Wasserdad bet 0° 


Qho Sdimtl. Bestimmungen mit ar% Glykogentusatz 
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den Spaltung, wihrend m/9-d,l-Lactat noch betriachtliche syn- 
thetische Wirkung ausiibt (Phosphorsiurewert 0,269). Das 
essigsaure Salz ruft in m/81 kaum eine und in m/243 iber- 
haupt keine Spaltungshemmung mehr hervor, wihrend milch- 
saures Salz auch noch in der schwachsten angewandten Kon- 
zentration von m/81 zu deutlicher Spaltungshemmung fihrt. 

Ganz ihnlich wurde Versuch 2 (Fig. 2, Nr. 15 des Pro- 
tokolls, 29. 11. 1923) angestellt. Auch hier wurde Glykogen 
zugesetzt, so daB simtliche mit Salzlésungen erhaltenen Er- 
gebnisse auf den Glykogenwert zu beziehen sind. Man sieht 
aufs deutlichste den synthetischen EinfluB beider Salze. Die 
Synthese durch Natriumacetat ist wiederum geringer als die 
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durch Natriumlactat. Beim ersteren Salz ist sie schon in m/3- 
Lésung ziemlich unbedevtend, in den noch geringeren Kon- 
zentrationen ist nur Spaltungshemmung nachweisbar, die auch 
in der schwichsten Lésung noch deutlich hervortritt. Das 
Milchsiureanion ruft in m/2-, m/3- und m/9-Lésung sehr er- 
hebliche Synthese hervor (bei der schwichsten in m/9 sinkt 
der Phosphorsiiurewert immerhin von 0,313 auf 0,243 ab). Die 
in den darauffolgenden Konzentrationen von m/27 bis m/81 
eintretende Spaltungshemmung ist ebenfalls stirker als bei 
Verwendung von Acetat. m/243-Lactat bewirkt aber im Gegen- 
satz zu m/243-Acetat keinerlei Spaltungshemmung mehr. 


Versuch: 3. {Protokol N211} 12.2223. Versudisdaver 1 Sideim Wesserbad 115° 
Kein Polysacharidzusats 
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In Versuch 3 (Fig. 3, Nr. 11 des Protokolls, 12. 11. 1923) 
wurden milchsaures, essigsaures, buttersaures und kaprylsaures 
Natrium miteinander verglichen. Hier wurde kein Glykogen 
zugesetzt, so daB simtliche Salzversuche auf den Wasserwert 
zu beziehen sind. Die stirkste Milchséurekonzentration betrug 
m/2. Hier erfolgte eine betriichtliche Lactacidogensynthese, 
wihrend in den folgenden Konzentrationen nur eine mit der 
Verminderung der Konzentration abnehmende Spaltungshem- 
mung eintrat. m/4-Acetat ruft im Gegensatz zum gleich- 
konzentrierten Lactat ein freilich geringfiigiges Verschwinden 
von Phosphorsiure hervor. Die in m/8-Acetatlésung auftretende 
Spaltungshemmung ist geringer als die in der gleichkonzen- 
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trierten Lactatlésung, und in der m/16-Acetatlésung ist im 
Gegensatz zur Lactatlésung iiberhaupt keine Spaltungshemmung, 
ja anscheinend eine geringe Spaltungsbeschleunigung eingetreten. 
Das buttersaure und das kaprylsaure Salz bewirken in den 
stiirksten Konzentrationen nur starke Spaltungshemmung, die 
beim kaprylsauren Salz auch noch in m/8 und m/16-Lésung 
nachweisbar ist. Eigenartig ist, wenn es sich nicht um einen 
Analysenfehler handelt, das Verhalten in den beiden schwicheren 
Buttersiurelésungen. m/8-Butyrat erscheint als véllig unwirk- 


Versuch 4a. (Profokoll N°78) Versuchsdauer 2 Siden im 
1. X1.23. Wasserbad bei 115° 
Samil, Best. mi# 02% Glykogenziusate 
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sam, wihrend in m/16-Lésung wieder eine immerhin merkliche 
Spaltungshemmung nachweisbar ist. Die Mehrphasigkeit von 
Ionenwirkungen auf den Lactacidogenwechsel ist dfters beob- 
achtet und namentlich beim Calcium?) regelmiBig aufs deut- 
lichste ausgesprochen. 

Versuch 4a (Fig. 4a, Nr. 18, des Protokolls, 11. 12. 1923) 
in dem die Einwirkungszeit des d,l-milchsauren Salzes 2 Stdn. 
betrug, laBt eine Verringerung des A-Wertes nur in m/3- und 
m/6-Lisung erkennen. m/9-Lactat fihrte gerade zu voll- 
stiindiger Spaltungshemmung. Unvollstindige Spaltungshem- 





') H. Lange, a.a. OQ. 
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mung ist in m/t8- und m/27-Lésung erkennbar, wihrend die 
beiden schwachsten Konzentrationen unwirksam sind. Kin am 
gleichen Material angestellter Zeitversuch (Versuch4b, Fig. 4b), 
der aus technischen Griinden freilich nicht wie der eben be- 
sprochene Versuch bei der Temperatur der flieBenden Wasser- 
leitung, sondern bei Zimmertemperatur vorgenommen wurde, ist 
unter dem Konzentrationsversuch graphisch dargestellt. Er gibt 
wohl eine gewisse Erklirung dafiir, daB in Versuch 4a, in dem 
die Kinwirkung der Lactatlésungen 2 Stunden statt wie bisher 
1 Stunde betrug, der synthetische EinfluB des Milchsdiureanions 


ve Versuch 4b. {Prookell 218) Versuch bei Zmmertemp,20° 
1.20.23,  Samit.Bestimmungenmit 
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schwicher als in mehreren der oben besprochenen Versuche er- 
scheint. Der Zeitversuch, mit m/9-Lisung vorgenommen, zeigt 
nimlich fiir die ersten 60 Minuten eine sehr deutliche Synthese, 
die ihr Maximum nach 30 Minuten hat. Zu dieser Zeit ist der 
Phosphorsiuregehalt von 0,332 auf 0,269 abgesunken. Nach 
60 Minuten ist bereits ein Wiederanstieg auf 0,300 eingetreten, 
und nach 120 Minuten ist in naher Ubereinstimmung mit dem 
bei Wasserleitungstemperatur (Versuch 4a) erhaltenen Ergebnis 
ein Wert von 0,322 erreicht, der auch in den folgenden 2 Stdn. 
kaum iiberschritten wird (0,324). Erst nach weiteren 4 Stdn. 
ist ein Anstieg itiber den A-Wert hinaus auf 0,337 erfolgt. 
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Das wesentlichste Ergebnis der bisher besprochenen Ver- 
suche besteht darin, daB sowohl essigsaures wie d,1-miich- 
saures Natrium im lebensfrischen Froschmuskelbrei Lactacido- 
gensynthese hervorzurufen vermégen. Fiir das essigsaure Salz 
war das angesichts seiner Stellung in der lyotropen Reihe und 
der Versuchsergebnisse von Carl Schwarz, nach denen Acetat 
zu den schlechter restituierenden Salzen geh6rt, von vornherein 
zu erwarten. Die stark ausgeprigte synthesebegiinstigende 
Wirkung des Lactatanions bietet naturgeméiB auch deswegen 
Interesse, weil ja Milchsiure waihrend der Muskeltitigkeit in 
sehr reichlicher Menge gebildet wird. Die relative Wirkungs- 
stiirke beider Anionen verhalt sich in meinen Versuchen meist 
so, da8 das Lactat dem Acetat in bezug auf synthetische oder 
spaltungshemmende Wirkung iiberlegen ist (sieche namentlich 
die starker molaren Lésungen in Versuch 1 und 2). In Ver- 
such 2 wirkt aber bei Verwendung von m/243-Lésung das 
Acetat noch deutlich spaltungshemmend, wihrend das Lactat 
in dieser Konzentration ganz unwirksam ist. Das Auftreten 
derartiger unregelmiBiger Reihen beim Vergleich der Wirkung 
verschiedener Ionen auf den Lactacidogenwechsel ist schon in 
friiheren Arbeiten (z. B. Embden und Lehnartz, deren Ver- 
such 12, a. a. O. S. 260ff.) beobachtet worden. Vielleicht kommt 
fir die Erklirung dieses Verhaltens gerade bei der Milch- 
siure und Essigsiure auch der Zeitversuch 4b in Frage, aus 
dem sich ergibt, daB die synthesebegiinstigende Wirkung des 
Lactatanions sehr rasch ihr Maximum erreichte, das jedenfalls 
nach einer Stunde schon lingst iiberschritten war. 

Die trotz der angewandten groBen Konzentration nur 
schwach ausgebildete synthetische Wirkung des Lactats und 
Acetats in Versuch 3 ist wabhrscheinlich damit in Zusammen- 
hang zu bringen, daB in diesem Versuch kein Glykogenzusatz 
erfolgte (siehe die erwahnten Arbeiten von Embden und 
Lehnartz, Lange, und Embden und Haymann). Die in 
Versuch 3 mit buttersaurem und kaprylsaurem Na erhaltenen 
Ergebnisse sollen erst weiter unten besprochen werden. 

Wegen ihres nahen biologischen Zusammenhanges mit der 
Milchsiiure wurde auch die Brenztraubensiure untersucht. Unter 
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giinstigen Bedingungen vermag sie in stiirkeren Konzentrationen 
deutliche Synthese, in etwas schwicheren ausgesprochene Spal- 
tungshemmung hervorzurufen. Von einer genaueren Besprechung 
der Brenztraubensiureversuche sehe ich ab und verweise im 
iibrigen auf Versuch 10, Fig. 10 und Versuch 23. 

In mehreren Versuchen wurde das Verhalten der Oxal- 
siure gepriift. Einer dieser Versuche, Versuch 5 (Nr. 6 des 
Protokolls, 15. 10. 23), in dem kein Glykogenzusatz erfolgte, 
die Oxalsiurewerte also mit dem Wasserwert vergleichbar 


Versuch §. (Profokell N26) 15. X.23. 
Versuchsdauer 1Side Wasserbad 13° 


Kein Polysaccharrdzusers 
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sind, ist in Fig. 5 dargestellt. Man bemerkt eine auSerordent- 
lich starke synthesebegiinstigende Wirkung des oxalsauren Na. 
Das Maximum dieser Wirkung liegt bei m/8, in dem die an- 
organische Phosphorsiure von 0,318 (A-Wert) auf 0,123 ab- 
gesunken ist. m/16- und m/32-Lésungen wirken fast ebenso 
stark, mit weiter fallender Konzentration erfolgt ein allmih- 
licher Abfall der Lactacidogensynthese, die aber auch noch in 
der schwichsten angewandten Oxalatlésung von m/512 sehr 
betrichtlich ist. 

Versuch 6, Fig. 6 (Nr. 9 des Protokolls, 30.10. 23) liefert 
fir das oxalsaure Na die Bestitigung des eben besprochenen 
Ergebnisses, und zeigt fiir glykolsaures Na in den beiden 
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stirksten Konzentrationen ebenfalls deutlich synthetische Wir- 
kung. Jedoch vermag dieses Salz in vorliegendem Falle schon 


Versuh6. (Profokol! N29) 30.X.23- 
Versuchsdauer 1Side Wasserbad (25? 
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in m/4-Lésungen keine Spaltungshemmung mehr hervorzurufen, 
und bei einer Konzentration von m/8 wird sogar etwas mehr 
Phosphorsiure abgespalten als in reinem Wasser. Malon- 
saures Na ruft in Konzen- 

Versuchsdauer 1$td wasserbad 13° trationen ies m/ I bis m/ 

Nery Plysaccharideusate deutliche Synthese hervor, in 
m/8-Lésung nur Spaltungs- 
hemmung. Bernsteinsaures Na 
schlieBlich bewirkt nur in der 


Versuch ¥ = Protokoli Na $18.1. 43. 
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und glykolsaures Natrium 
ohne Glykogenzusatz in Konzentrationen von m/4, m/8 und m/16 
nebeneinander untersucht. Wiahrend das oxalsaure Salz auch 
hier eine starke, mit sinkender Konzentration steigende Wirkung 
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ausibt, zeigt das Natriumglykolat nur eine mit dem Abfall 
der Konzentration abnehmende Spaltungshemmung. 

Von den bisher besprochenen Salzen kommt dem Na- 
Oxalat weitaus die stirkste Synthesebegiinstigung zu. Ich habe 
abnlich wie in dem oben geschilderten Zeitversuch mit Lactat 
in einem Falle auch den zeitlichen Verlauf der unter Oxalat- 
einwirkung (in m/16-Lésung) eintretenden Lactacidogensynthese 
verfolgt. 

Versuch 8, Fig. 8 (Nr. 14 des Protukolls, 26. 11. 23). Der 
Versuch wurde unter Zusatz von 0,2°/, Glykogen angesetzt. 
In reiner Glykogenlésung et 
stieg der A-Wert von 0,345 “S45 ina. Pearse = 
nach einer Stunde auf Zeilversuch ———_—_—_—«92 %e Gilykogenzusate. — 
0,386 an; nach der gleichen 
Zeit war in dem oxalat- 
haltigen Ansatz der Phos- 
phorsiuregehalt auf 0,182 
gesunken. Der Verlauf 
der Synthese bis zu diesem 
Zeitpunkt geht ohne wei- 
teres aus der graphischen 
Darstellung hervor. Jnner- 
halb der ersten halben 
Stunde fallt die anorga- 
nische Phosphorsaure steil 
ab. Nach 4 Stunden ist die Synthese erheblich starker als 
nach 2 Stunden, nach 8 Stunden ist sie noch weiter fort- 
geschritten und (nach dem nach 10stiindiger EKinwirkung 
erhaltenen Ergebnis) auch zu dieser Zeit noch nicht ab- 
geschlossen. Der zeitliche Verlauf des unter Oxalateinwirkung 
eintretenden Lactacidogenaufbaus ist also ein véllig anderer 
wie in dem oben besprochenen Milchsiureversuch, in dem 
das Maximum der Synthese schon nach */, Stunde erreicht 
war, wonach Wiederabbau einsetzte. Eher hat der zeitliche 
Verlauf der Oxalateinwirkung Abnlichkeit mit dem unter Fluorid- 
einwirkung erfolgenden Lactacidogenaufbau (siehe Embden 
und Haymann, a.a.O. 8. 168ff). Doch war in dem mit 
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Fluorid angestellten Zeitversuch das Maximum der Synthese 
immerhin schon nach etwa 5—6 Stunden erreicht, wiahrend 
hier méglicherweise auch nach 10 Stunden (am SchluB des 
Versuches) der Abschlu8B der Synthese noch nicht erfolgt ist. 
Die merkliche Verstiirkung der Synthese in der Zeit zwischen 
der 8. und 10. Versuchsstunde spricht dagegen, daB zu dieser 
Zeit das Ferment durch Einwirkung des Oxalats schon un- 
wirksam geworden war und es nur deswegen nicht zur Auf- 
spaltung des einmal gebildeten Lactacidogens kam. 
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Das Verhalten der Malonsaure, des nachst héheren Homo- 
logons der Oxalsiure, wurde schon in einem der oben be- 
sprochenen Versuche (Versuch 6) S. 207 neben dem der Oxal- 
siure gepriift. Schon hier zeigte es sich, da® die Malonsaure 
der Oxalsiure an synthetischer Wirkung weit unterlegen ist. 
Zwei weitere Versuche bestiitigten dies Ergebnis. 

Versuch 9, Fig. 9 (Nr. 8 des Protokolls, 26.10.23). Fig. 9 gibt 
einen Versuch wieder, in dem malonsaures Na ohne Glykogenzusatz 
nach einstiindigem Stehen in m/1,5- und m/3-Lésungen erhebliche 
Synthese, in m/9 und m/27 nur Spaltungshemmung bewirkte. 

In ganz ihnlicher Weise wurde Versuch 10, Fig. 10 (Nr.7 
des Protokolls, 19, 10. 23) angestellt, in dem neben malon- 














EJ ANNANAAAANAAANAAANARNAA 





Uber die Bedeutung von Ionen fiir die Muskelfunktion. 211 


saurem Natrium brenztraubensaures Na untersucht wurde. Ich 
ging in diesem Falle von m/3-Lésungen aus, in der beim Ma- 
lonat eine eher noch etwas stirkere Synthese eintrat als in 
der gleichstarken Lésung des soeben besprochenen Versuches. 
m/9 ruft auch hier deutliche Spaltungshemmung hervor, wih- 
rend m/27 unwirksam ist. Das am gleichen Material unter- 
suchte brenztraubensaure Salz ruft in den beiden stiarkeren 
Konzentrationen geringe Spaltungshemmung, in der schwachsten 
aber Spaltungsbegiinstigung hervor. 


Versuch ff Frofokoll Ne 3 42.23 


C0: 2 2. 
Versuchdauer 15td Wasserbad 13° Et Protehalt Ha ¥ £23, 


Kein Polysaccharidzusate 


New Folysacchandeusate 








ee = 


} 


ANIANNANANNN) 





ANAANANAAANAAAAAAAARAANANTAANNANND 




















DE AMM 
\ANAANAANNANAAAARAAN 





OMbF « OWE Q379 QIF3 9383 9323 9397 9398 ove? 9396 Q30f 0368 Q359 9233 O37 8% 
ry ‘i fr re mh i); 7 
wwasser 3 79 "ay, Re/f) “" "hr, Wasser "Aes 2 
HA B Sernsteinsaures 2a. Maleinsaures a B Bernstetizsaures Fa JSi:marsaures Cle 
Fig. 11. Fig. 12. 


Kin Vergleich von bernsteinsaurem und maleinsaurem 
Natrium istin Versuch11, Fig. 11 (Nr. 3 des Protokolls, 4. 10. 23) 
wiedergegeben. Das Verhalten dieser Siure beanspruchte wegen 
ihres Vorkommens in der Muskulatur besondere Aufmerksam- 
keit. Sowohl an synthetischer Wirkung in m/3-Lésung wie an 
spaltungshemmender in m/9- und m/27-Lésung ist die Bern- 
steinsiure der Maleinsiure iiberlegen. Ganz thnlich wie in 
diesem Versuch verhielt sich die Bernsteinsiure auch in dem 
bereits besprochenen Versuch 6 (siehe Fig. 6, S. 208). 

In Versuch 12, Fig. 12 (Nr. 4 des Protokolls, 8. 10. 23) 
ruft das Na-Succinat in m/3-Lésung nur geringfiigige Lacta- 


cidogensynthese hervor, und auch die Spaltungshemmung in 
15* 
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den beiden schwicheren Konzentrationen ist nicht mehr er- 
heblich. Das fumarsaure Salz bewirkt auch schon in Konzen- 
trationen von m/3 hier nur Spaltungshemmung. Dab letzteres 
auch unter geeigneten Bedingungen Synthese hervorrufen kann, 
geht aus Versuch 13, Fig. 13 (Nr. 1 des Protokolls, 27. 9.23) 
hervor, in dem die simtlichen Salzlésungen 0,4°/, Weizenstirke 
enthielten. Gegeniiber einem A-Wert von 0,264 und einem 
Starkewert von 0,275 ist die Lactacidogensynthese in den Ver- 
suchen bei Verwendung von m/3 und m/27 fumarsaurem Na 
deutlich erkennbar, in dem Versuch mit m/9-Lésung ist nur 
gerade vollstindige Spal- 
tungshemmung eingetreten. 
Die synthesebegiinstigende 
Wirkung des_bernstein- 
gauren erweist sich auch 
hier derjenigen des fumar- 
sauren Salzes iiberlegen. 
Da8 fiir die Beein- 
flussung des Lactacidogen- 
wechsels im Muskelbrei 
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der H-lonengehalt von Be- 
deutung ist, wurde schon 
in der mehrfach erwihnten 
Arbeit von Embden und Lehnartz hervorgehoben (a. a. QO. 
S. 272, FuBnote). Aus diesem Grunde wurden auch die Unter- 
suchungen von Embden und Haymann iiber Lactacidogen- 
synthese im PreBsaft in gepuffertem Milieu vorgenommen. Fiir 
eine Reihe der von mir untersuchten Substanzen habe ich Ver- 
gleichsversuche angestellt, einmal mit der einfachen wiBrigen 
Salzlésung, die durch Neutralisieren mit Natronlauge gewonnen 
war (bis zu dem Punkte, bei dem blaues Lackmuspapier eben 
nicht mehr gerétet wurde), und andererseits mit der gleichen 
Lésung unter Zusatz von 2°/, Natriumbicarbonat. Ein der- 
artiger Versuch mit Bernsteinsdiure ist in Versuch 14, Fig. 14 
(Nr. 23 des Protokolls, 8. 1. 24) wiedergegeben. Gegeniiber 
einem A-Wert von 0,286 betrigt der Wasserwert 0,377, der 


Fig. 13. 
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in Bicarbonat erreichte ist in diesem Fall etwas niedriger, 
namlich 0,356. Der Unterschied in den Ergebnissen der un- 
gepufferten und gepufferten Versuchsreihen ist augenfallig, 
auch wenn man die in der ungepufferten erhaltenen Ergebnisse 
mit dem Wasserwert, die in der gepufferten Reihe gewonnenen 
mit dem Bicarbonatwert vergleicht. In m/3-Liésung ist die 
Synthese im ungepufferten Versuch nur ganz unbedeutend (von 
0,286 auf 0,272), im gepufferten dagegen sehr stark (0,162). In 
m/9-Lésung findet im ungepufferten Versuch nur eine schwache 
Spaltungshemmung, im gepufferten eine freilich nur unbedeu- 
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tende Synthese statt. Bei m/27 schlieBlich zeigt der un- 
gepufferte Versuch eine freilich hart an der Grenze der Be- 
stimmung gelegene Spaltungsbeschleunigung, der gepufferte eine 
sehr deutliche Spaltungshemmung. Bemerkenswert erscheint 
der neben der in gewéhnlicher Weise vorgenommenen B-Be- 
stimmung dargestellte B-Wert unter Zusatz von m/3 bern- 
steinsaurem Na. Man sieht, daB dieser Zusatz geniigt, um 
auch unter den an sich stark spaltungsbeschleunigenden Be- 
dingungen der B-Bestimmung nicht nur jede Spaltung zu ver- 
hindern, sondern statt dessen eine betrichtliche Synthese ein- 
treten zu lassen. Daf durch Gehalt an synthesebegiinstigenden. 
Substanzen — mégen diese nun kiinstlich zugesetzt oder von 
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vornherein in der Muskulatur vorhanden sein — die Lacta- 
cidogenbestimmung in der iiblichen Form sehr erschwert, ja 
unter Umstinden unméglich gemacht werden kann, geht schon 
aus einzelnen Versuchsergebnissen von Embden und Lehnartz 
hervor und wird auch in mehreren voranstehenden und nach- 
folgenden Arbeiten wiederholt bestitigt. 

Ein ahnlicher Versuch mit im wesentlichen gleichen, wenn 
auch nicht so stark ausgesprochenen Ergebnissen ist in Ver- 
such 15, Fig. 15 (Nr. 24 des Protokolls, 1. 2. 24) abgebildet. 
Auch hier zeigte der Wasserwert von vornherein stirkere Spal- 


Verseech 15. Protokeodl Mo. 24 1 I. 24. 
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tung als der Bicarbonatwert. Auffallig ist an den Bernstein- 
siureversuchen nur, daB in den beiden schwiachsten Konzen- 
trationen im Gegensatz zum Verhalten in Fig. 14 der gepufferte 
Ansatz keinerlei Spaltungshemmung erkennen la8t, wahrend 
diese beim ungepufferten immerhin merklich ist. Neben dem 
Bernsteinsiureversuch ist ein ganz entsprechend angestellter mit 
d,l-Milchsiure wiedergegeben. Das Ergebnis des gepufferten 
und ungepufferten Milchsiureversuches stimmt hier in ganz 
auffilliger Weise mit den des Bernsteinsiureversuches iiberein. 
Namentlich zeigt sich auch hier, daB im gepufferten Versuch 
in der schwiichsten Konzentration die Spaitungshemmung aus- 
bleibt, ja eine geringfiigige Spaltungsbeschleunigung eintritt, 
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wahrend im ungepufferten Versuch die Spaltungshemmung deut- 
lich ist. 

Im AnschluB an die oben besprochenen Milchsiiureversuche 
méchte ich eine Vermutung dariiber aubern, weswegen im ein- 
fachen Natriumbicarbonatansatz 6fters eine geringere Lacta- 
cidogenspaltung als im Wasserversuch eintritt. Wir wissen 
schon aus lingere Zeit zuriickliegenden Untersuchungen von 
Laquer') am Froschmuskelbrei, die seitdem vielfiltige Besta- 
tigung fanden, da’ durch Zusatz von Natriumbicarbonat der 
Umfang der Milchsiurebildung im Froschmuskelbrei sehr er- 
heblich gesteigert werden kann. Im Hinblick auf die synthese- 
begiinstigende Wirkung der Milchsiure erscheint es daher ohne 
weiteres als verstindlich, daB8 Bicarbonatzusatz unter Um- 
stiinden eine Verlangsamung der Lactacidogenspaltung gegen- 
iiber der im Wasser erfolgenden hervorruft, um so mehr, als auch 
eine gegebene Milchsiuremenge unter Bicarbonatzusatz starker 
synthesebegiinstigend als ohne diese wirkt. DaB die oben er- 
wahnte Behinderung der vollstindigen Lactacidogenspaltung 
unter den Bedingungen der B-Bestimmung ebenfalls durch starke 
Milchsiiurebilduug verhindert werden kénnte, darauf weist in 
dem eben besprochenen Versuch 15 der neben dem in iiblicher 
Weise angestellten B-Versuch gleichartige Versuch mit Milch- 
siurezusatz hin, in dem — freilich bei Verwendung einer hohen 
Milchsiurekonzentration m/3 = 3°/, — die an sich starke Spal- 
tung in eine betrichtliche Synthese umgewandelt wurde, ahn- 
lich dem friiher besprochenen Versuch der B-Bestimmung mit 
Bernsteinsiurezusatz. In anderen Versuchen konnte ich iibrigens 
auch bei geringerer Milchsiurekonzentration Hemmung der 
Lactacidogenspaltung unter den Bedingungen der B-Bestim- 
mung beobachten. 

Auch Oxalsiure wirkt bei Pufferung mit Natriumbicarbonat 
noch stiarker synthesebegiinstigend als ohne diesen Zusatz. In 
Versuch 16, Fig. 16 (Nr. 27 des Protokolls, 7. 2. 24) erfolgt 
unter der Kinwirkung von m/9, m/27 und m/81 Na-Oxalat- 
lésang zwar eine starke Lactacidogensynthese, doch wird diese, 





» F. Laquer, Z. physiol. Ch. Bd. 93, S. 69 (1914). 
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wie ohne weiteres ersichtlich, durch gleichzeitigen Bicarbonat- 
zusatz noch erheblich gesteigert. In diesem Versuch fihrte 
der Ansatz mit einfacher Bicarbonatlésung iibrigens zu einer 
merklich stiirkeren Abspaltung als im Wasserversuch.') Daher 
zeigt das umgekehrte Verhalten in den Oxalatzusatzversuchen 
besonders schlagend, daB es sich bei der Verstirkung der in 
den Oxalatversuchen eintretenden Synthese durch Bicarbonat- 
zusatz wirklich um eine Begiinstigung der Oxalatwirkung und 
nicht etwa um eine Summation einer nicht nur durch das 
Oxalat, sondern auch schon durch das Bicarbonat an sich er- 
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folgenden Beeinflussung des Lactacidogenwechsels in der Rich- 
tung der Synthese handelt. 

Auch in diesem Falle wurde iibrigens eine B-Bestimmung 
unter Zusatz von Oxalat (m/9) ausgefiihrt, mit dem Erfolg, 
daB an Stelle von Lactacidogenspaltung starke Synthese ein- 
trat, wobei der Phosphorsiuregehalt auf 0,164 absank, gegen- 
iiber einem Absinken auf 0,114 in dem unter Bicarbonatzusatz 


1) Méglicherweise hingt das damit zusammen, daB bei den ver- 
wandten Februarfréschen das Milchsiurebildungsvermégen wesentlich 
geringer war als bei den Herbst- und Winterfréschen, die zu den zuletzt 
besprochenen Versuchen dienten. 
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bei Wassertemperatur angestellten Versuch mit der gleichen 
Oxalsiurekonzentration. 

Schon gelegentlich mehrerer im voranstehenden besproche- 
ner Versuche haben wir die Einwirkung verschiedener Homo- 
logen der Essigsaiurereihe auf den Lactacidogenwechsel unter- 
sucht. Aus den Versuchen 1 und 2 (Fig. 1 und 2, 8.201 und 202) 
ging hervor, daB sich durch Acetat in stairkeren Konzentrationen 
erhebliche lLactacidogensynthese, in schwicheren deutliche 
Spaltungshemmung erzielen li8t. Auch in Versuch 3, der im 
Gegensatz zu Versuch 1 und 2 ohne Glykogenzusatz angestellt 
wurde, bewirkte Acetat in der stairksten angewandten Konzen- 
tration eine — freilich nur geringfiigige — Lactacidogensynthese. 
Die synthesebegiinstigende Wirkung war in diesen drei ersten 
Versuchen iiberall geringer als die des gleichzeitig damit unter- 
suchten d,l-Lactates. Durch buttersaures und caprylsaures Na, die 
in Versuch 3 neben Acetet und Lactat gepriift wurden, konnte 
unter den gewihlten Versuchsbedingungen (kein Glykogenzusatz} 
iiberhaupt keine Synthese, sondern nur Spaltungshemmung 
erzielt werden. 

In weiteren Versuchen habe ich die Wirkung der nor- 
malen Fettsiuren mit gerader C-Atomzahi von der Butter- 
saure bis zur Caprylsiure miteinander verglichen. 

Versuch 17, Fig. 17 (Nr. 13 des Protokolls, 20. 11. 23). 
Die Salzlésungen enthielten 0,2°/, Glykogen. 

Alle Versuche sind also auBer auf den A-Wert auf den 
Glykogenwert zu beziehen. Man sieht, da® in m/3-Lésung 
Buttersiure, Capronsiiure und Caprylsiure Verschwinden von 
anorganischer Phosphorsiure verursachen, weitaus am stirksten 
die Capronsiure, dann folgt die Caprylsiure, dann erst die 
Buttersiure. Caprinsiure bewirkt nur Spaltungshemmung. 
Schon in m/9-Lésung kommt die synthesebegiinstigende Wir- 
kung auch der iibrigen Fettsiuren nur in einer Spaltungs- 
hemmung zum Ausdruck, wobei sich die Wirkungsstirke der 
verschiedenen Salze wieder in der Reihenfolge Capronsiure, 
Caprylsiure, Buttersiure, Caprinsiure ordnet. Noch schwicher 
ist tiberall der spaltungverlangsamende EKinflu8 in m/27-Lésung, 
doch ordnen sich hier die Sauren in absteigender Wirkung 
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nach einer anderen Reihenfolge: Caprylsiure, Buttersaure, 
Capronsaure, Caprinsiure. Ich wiirde diesen Versuch bei der Be- 
sprechung nicht so in die Kinzelheiten verfolgt haben, wenn nicht 

Versuch 18 (Nr. 16 des Protokolls, 4. 12. 24), der 14 Tage 
spater angestellt wurde, bei Verwendung der gleichen Salz- 
konzentrationen in seinen Ergebnissen eine geradezu erstaun- 
liche Ubereinstimmung mit dem eben besprochenen Versuch 
zeigte. Ich verzichte auf seine graphische Darstellung und 
bemerke nur, daB bei Verwendung von m/3- und m/9-Lésungen 
wie im vorigen Versuch sich die Salze nach fallender Wirkungs- 


Versuch 72 Fetokell He. 13 20.31 423. 
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starke in der Reihenfolge Capronsiure, Caprylsiure, Buttersaure, 
Caprinsiiure ordneten, wahrend bei der Konzentration von m/27 
dieselbe Umordnung wie im vorigen Versuch (Caprylsiure, 
Buttersiure, Capronsiure, Caprinsiure) erfolgte. 

Ganz kurz méchte ich das Ergebnis mehrerer Versuche 
besprechen, die ich mit ameisensaurem, propionsaurem und 
valeriansaurem Na vornahm. 

Versuche 19—21 (Nr. 20, 21, 28 des Protokolls, Dezem- 
ber 23 und Februar 24). Das ameisensaure Salz rief, als der 
Versuch ohne Polysaccharidzusatz angestellt wurde, eine mit 
abnehmender Konzentration sinkende Spaltungshemmung her- 
vor. Sehr ihnlich verhielt sich die Propionsiiure, wahrend die 
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n-Valeriansiure in der stirksten angewandten Konzentration 
von m/3 Verschwinden von Phosphorséure herbeifiihrte. Ge- 
legentlich der Wiederholung des letzteren Versuches, der zu 
einer Bestitigung des Verhaltens der n-Valeriansiure fihrte, 
wurde diese Siure mit der Isovaleriansiure verglichen. Die ° 
Wirkung beider Saiuren war eine iiberaus ahnliche. 

In einem weiteren Versuche iiber das Verhalten der Fett- 
siuren mit ungerader C-Atomzahl enthielten die Salzlésungen 
0,4°/, Weizenstirke. Diese fiihrte in remem Wasser zu voll- 
stindiger Spaltungshemmung, welche durch stairkere Konzen- 
trationen von ameisensaurem Na abgeschwicht wurde, wihrend 
propiénsaures und n-valeriansaures Na in m/3-Lésung zn deut- 
licher Synthese fihrten. Das propionsaure Salz zeigt in m/9- 
Lésung kein von dem der Weizenstirke in Wasser abweichen- 
des Verhalten, waihrend Valeriansiure unter diesen Versuchs- 
bedingungen bei der gleichen Konzentration zu Spaltungs- 
beschleunigung fiihrte. 

Angesichts des hiufigen Auftretens von 1,8-Oxybuttersiure 
und Acetessigsiiure im intermediiren Stoffwechsel nahm ich 
auch eine Reihe von Versuchen mit d,l,8-Oxybuttersiure und 
Acetessigsiure vor. /-oxybuttersaures Na zeigte in m/3-Lésung 
im Versuch ohne Glykogenzusatz einmal (Versuch 22, Nr. 22 
des Protokolls, 21. 12. 23) geringfiigige Synthese, waihrend bei 
einer Konzentration von m/9 und m/27 eine abnehmende 
Spaltungshemmung eintrat. 

In einem zweiten Falle, Versuch 23 (Nr. 35 des Proto- 
kolls, 12. 6.24), zeigt f-oxybuttersaures Na auch bei einer 
Konzentration von m/3 nur unvollstandige Spaltungshemmung, 
wahrend brenztraubensaures Na, das im gleichen Versuch 
untersucht wurde, in m/3-Lésung zu geringfiigiger Synthese 
fiihrte. 

Eine groBe Anzahl von Versuchen wurde mit acetessig- 
saurem Na vorgenommen. In diesen Versuchen, die ohne 
Polysaccharidzusatz, teils ungepuffert, teils mit einem Gehalt 
von 2°/, Bicarbonat ausgefihrt wurden, konnte nirgends Ver- 
schwinden von anorganischer Phosphorsiure erzielt werden. 
Vielleicht war das dadurch bedingt, daB es sich bei dem unter- 
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suchten Froschmaterial um Sommerfrésche handelte, die in — 


reinem Wasser sehr viel Phosphorsiure abspalteten. Spaltungs- 
hemmung wurde unter Kinwirkung des acetessigsauren Salzes 
in starkerer, und gelegentlich auch in schwicherer Loésung 
beoachtet. Die Vergleichsversuche unter Pufferung mit Bi- 
carbonat fiihrten zu Ergebnissen, die einstweilen keine Gesetz- 
maBigkeit erkennen lassen. 

Im Anschlu8 an die in einer yoranstehenden Arbeit von 
Abraham und Kahn niedergelegten Untersuchungsergebnisse 
habe ich die Einwirkung der Alterung auf die unter Na-Oxalat 
erfolgende Lactacidogensynthese untersucht. Der Alterungs- 
versuch wurde am gleichen Material wie Versuch 16 vor- 
genommen. In allen Kinzelansitzen zeigte sich in Uberein- 
stimmung mit den Ergebnissen der eben genannten Autoren 
eine starke Verminderung der Lactacidogensynthese nach 
3 stiindigem Aufbewahren des zerkleinerten Muskelbreies bei 
Zimmertemperatur (20°). Jedoch war am gepufferten Material 
die Verminderung der Synthese unter dem EinfluB der Alte- 
rung wesentlich geringer als am ungepufferten. 

In einer mehrfach erwihnten Arbeit von Embden und 
Haymann konnte gezeigt werden, daB die starke Lactacidogen- 
synthese, die im Muskelbrei unter Einwirkung von Na-Fluorid 
sich vollzieht, auch am zellfreien PreBsaft zur Beobachtung 
gelangt. Lange, Haymann und Zimmermann konnten in 
noch unveréffentlichten Untersuchungen das gleiche Verhalten 
fir das Calciumchlorid zeigen. Von den von mir untersuchten 
organischen Saiuren habe ich bisher nur die Oxalséiure am 
PreBsaft von Kaninchenmuskulatur gepriift. Das Ergebnis 
eines derartigen Versuchs 

Versuch 24 (Nr. 32 des Protokolls ,Synth“, 18. 10. 23) 
ist in Fig. 18 graphisch dargestellt. In diesem Versuch steigt 
in reiner Natriumbicarbonatlésung der Phosphorsiuregehalt 
von 0,333 im A-Wert innerhalb 2 Stunden bei 13° auf 0,373 
an. In einem Ansatz, in dem die 2°/,ige Bicarbonatlésung 
m/16-Na-Oxalat enthielt, sank die Phosphorsiure auf 0,165, in 
m/32-Oxalat war die Synthese etwas geringer (Absinken auf 
0,199). 
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Bei einer Wiederholung des Versuches (Versuch 25, 
Fig. 19 (Nr. 33 des Protokolls ,Synth* 1. 11. 23) stieg im Bi- 
carbonatansatz wihrend 2 stiindigen Stehens bei 13° der Phos- 
phorsiuregehalt von 0,253 auf 0,354 an, wahrend er unter 
gleichzeitigem Zusatz von m/32-Na-Oxalat auf 0,104 absank. 
Die Lactacidogensynthese unter Kinwirkung von Na-Oxalat voll- 
zieht sich also im PreBsaft aus Kaninchenmuskulatur mindestens 
in dem gleichen Umfange wie im lebensfrischen Froschmuskelbrei. 

Aus den im voranstehenden geschilderten Versuchen geht 
hervor, daB die Natriumsalze verschiedener organischer Sauren, 


Versuch 24.(Prot Synth.” 92] 18.X.23. 
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namentlich auch solcher, die im normalen oder doch im krank- 
haft gestérten intermediiren Stoffwechsel in recht reichlicher 
Menge auftreten, den Lactacidogenwechsel im Muskelbrei in 
erheblichem MaBe beeinflussen kénnen, wobei 6fters aus- 
gesprochene Lactacidogensynthese beobachtet wurde. Von den 
verschiedenen derartigen Versuchsergebnissen kommt vielleicht 
den mit Milchsiure gewonnenen insofern die wesentlichste 
Bedeutung zu, als es durchaus méglich erscheint, daB der 
Lactacidogenwechsel im Muskel durch die bei der Muskel- 
taitigkeit gebildeten Lactationen beeinfluBt wird, derart namlich, 
daB eine Anhiufung dieser Ionen in der Muskulatur die Spal- 
tung des Lactacidogens hemmt oder seine Synthese begiinstigt. 
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In mehreren der oben beschriebenen Versuche bewirkte m/81- 
d,l-Lactat (gleich etwas iiber 0,1°/, Milchsiure) noch deutliche 
Spaltungshemmung, und auch abgesehen davon, daB eine der- 
artige Milchsiurekonzentration in der lebenden Muskulatur 
durchaus innerhalb des Bereiches des Physiologischen liegt, 
erscheint die Annahme ihrer biologischen Bedeutung in dem 
eben angedeuteten Sinne um so berechtigter, als nach allem, 
was wir wissen, die Wirkungen der Jonen auf die Kolloide 
der lebenden Substanz noch viel stirker sein diirften als an 
dem unter allen Umstinden bis zu einem gewissen Grade ge- 
alterten Muskelbrei.’) 


Zusammenfassung. 


Die wesentlichsten Ergebnisse der vorliegenden Unter- 
suchung sind folgende: 


1. Der Lactacidogenstoffwechsel im Froschmuskelbrei kann 
durch Zusatz wiBriger Lésungen von Natriumsalzen organischer 
Saéuren aufs stirkste beeinflugt werden. 

2. Die Beeinflussung dieses fermentativen Prozesses laBt 
_ keine gesetzmiBige Abhingigkeit von der chemischen Struktur 
der zugesetzten Substanzen erkennen. Sie+ist aber abhingig 
von deren Konzentration insofern, als bei wechselnder Kon- 
zeptration ein und desselben Salzes Lactacidogensynthese oder 
Spaltungsbegiinstigung auftreten kénnen. 

3. Es wurden untersucht: 


a) Von den Fettsiuren mit gerader C-Atomzahl die Essig- 
siiure, Buttersiure, Capron-, Capryl- und Caprinsiure. Diese 
bewirkten in stirkerer Konzentration eine Lactacidogensynthese, 
in den niachsten Gliedern der Konzentrationsreihe nur noch 





1) Auch zeitlich wurde iibrigens in den eben erwihnten Milchsaure- 
versuchen am Muskelbrei wohl kaum das Optimum der Wirkung fest- 
gestellt, das mehrfach in der Nihe von 30 Minuten gelegen war (siehe 
Versuch 4b, 8. 205’, wiihrend die eben besprochenen Versuche erst nach 
1 Stunde unterbrochen wurden. Es wire iibrigens sehr erwiinscht, au8er 
der in der vorliegenden Arbeit verwandten d,1-Milchsiure auch die dem 
tierischen Organismus eigentiimliche d-Milchsiure in ihrem Verhalten auf 
den Lactacidogenwechsel im Muskelbrei zu priifen. 
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eine mit der Konzentration der zugesetzten Salzlésung ab- 
nehmende Spaltungshemmung. 

_ b) Von Fettsiuren mit ungerader C-Atomzahl die Ameisen- 
siure, Propionsiure, die Normal- und Isovaleriansiure. Auch 
ein quantitativer Unterschied im Verhalten der beiden Valerian- 
sduren war nicht erkennbar. Beide wirkten in m/3-Konzen- 
tration synthetisierend, in schwicheren Konzentrationen spal- 
tungshemmend. Das Gleiche gilt fir die Propionsaure. 
AusschlieBlich spaltungshemmend wirkt die Ameisensiure. 

c) Von zweibasischen Saiuren erwies sich als auBerordent- 
lich stark synthesebegiinstigend die Oxalsdiure, die darin wohl 
nur der Fluorwasserstoffsiure nachsteht, dem am meisten 
synthesebegiinstigenden anorganischen Anion. Fiir die Oxal- 
siure konnte starke Synthesebegiinstigung auch am PreBsaft 
nachgewiesen werden. Auch die Malonsiure und Bernstein- 
sdure, sowie die K'umar- und Maleinséure waren in der Rich- 
tung der Synthese wirksam, wenn auch in viel geringerem 
Grade als die Oxalsaure. 

a) Von e@-Oxysiuren wurden untersucht die Glykolsiure 
und vor allem die d,l-Milchsiure, von #-Oxysiuren die 
d,l,@-Oxybuttersiure. Glykolsiure und #-Oxybuttersiure ver- 
mégen in starken Konzentrationen ein Verschwinden von an- 
organischer Phosphorsaiure hervorzurufen, in schwacheren Li- 
sungen behindern sie die Lactacidogenspaltung. Die sehr 
ausgesprochene Synthesebegiinstigung durch Milchsiure auch 
in solchen Konzentrationen, die bei der Muskeltitigkeit vor- 
kommen kénnen, wird des Niheren erortert. 

e) Im Anschlu8 an diese Versuche an Oxysiuren wurden 
Brenztraubensaure und Acetessigsiure als Ketosiiuren unter- 
sucht. Beide wirkten wie die Oxysiuren synthesebegiinstigend 
oder spaltungshemmend. 

4. Ahnlich wie bei verschiedenen anorganischen Ionen 
kann eine Steigerung der Synthesebegiinstigung durch gleich- 
zeitigen Zusatz von Polysacchariden — Glykogen oder Starke — 
auch bei Verwendung organischer Anionen bewirkt werden. 

5. Bei Zusatz von 2°/, Natriumbicarbonat zu den Salz- 
lésungen der Milchsiure, Bernsteinsiure, Oxalsiure und Brenz- 
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traubensiure erfolgte fast ausnahmslos eine Verstarkung der 
Synthese. 

6. Der zeitliche Verlauf des Verschwindens der anorgani- 
schen Phosphorsiure aus dem Muskelbrei wurde untersucht 
bei Zusatz von Oxalat und d,l-Lactat. Das Verhalten der 
Milchsiure erinnert an das des Calciums.') Es wurde namlich 
in m/9-Lactatlésung das Optimum der Lactacidogensynthese 
bereits nach 30 Minuten erreicht, danach erfolgte eine Wieder- 
abspaltung von anorganischer Phosphorsiure. Im Oxalsiure- 
versuch dagegen war noch nach 10 Stunden eine Zunahme der 
Synthese zu beobachten. 

7. Entsprechend den Ergebnissen einer voranstehenden 
Arbeit von Abraham und Kahn erwies sich gealtertes Ma- 
terial bei Oxalatzusatz weit weniger zur Lactacidogensynthese 
fahig als der gleiche Muskelbrei in frischem Zustande. 


) Lange, Diese Zs. Bd. 137, S. 105 (1924). 
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Uber die Chemie des Lactacidogens. 
IV. Mitteilung. 


Von 


Gustav Embden und Margarete Zimmermann. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1924.) 


In der zweiten und dritten Mitteilung iiber die Chemie 
des Lactacidogens') konnte gezeigt werden, daB die Phosphor- 
siure und Milchsiure bildende Substanz des quergestreiften 
Muskels eine Osazonverbindung liefert, welche véllig mit der aus 
Giurungshexosediphosphorsaure isolierbaren identisch ist. Schon 
friher war auf Grund des biologischen Verhaltens der bei der 
Hefegiirung gebildeten Hexosediphosphorsiure (sie zerfallt im 
MuskelpreBsaft in Milchsiure und Phosphorsiure) und auf 
Grund einiger chemischer Reaktionen von lactacidogenhaltigen 
Fraktionen die Vermutung einer naben chemischen Verwandt- 
schaft des Lactacidogens mit der Hexosediphosphorsiure aus- 
gesprochen worden.’) 

Durch die Identifizierung der Osazonverbindung aus dem 
Lactacidogen mit derjenigen aus Garungshexosediphosphorsaure 
war aber die Identitit der beiden zugrundeliegenden Sub- 
stanzen noch nicht erwiesen. Bei der Bildung der Osazon- 
verbindung aus Gdrungshexosediphosphorsiure kommt es zur 


1) G. Embden u. F. Laquer, Diese Zs. Bd. 98, S. 181 (1917) und 
Bd. 113, S. 1 (1921). 

*) G. Embden, W. Griesbach u. E. Schmitz, Diese Zs. Bd. 93, 
S. 1, und zwar S. 36ff.; G. Embden und F- Laquer, daselbst S. 94 
(1924). 
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Abspaltung des einen der beiden Phosphorsiuremolekiile, und 
es war von vornherein denkbar, daB das Lactacidogen die 
Struktur einer Hexosemonophosphorsaiure habe. Auch andere 
Méglichkeiten eines Unterschiedes in der chemischen Be- 
schaffenheit beider Kérper lieBen sich zunichst nicht aus- 
schlieBen. Einer endgiiltigen Entscheidung konnte die Frage 
nur durch Isolierung der ungespaltenen Verbindung oder eines 
ihrer Salze entgegengefiihrt werden. 

Eine der Hauptschwierigkeiten bei der Reindarstellung 
des Lactacidogens bildete bisher die nur schwer zu _ beseiti- 
gende Verunreinigung desselben mit der anorganischen Phos- 
phorsiure. In vor kurzem verdffentlichten Arbeiten von 
Embden und Lehnartz}), Lange’), sowie von Embden und 
Haymann’®) konnte nun aber dargetan werden, daf unter der 
Einwirkung gewisser anorganischer Jonen auf lebensfrischen 
Muskelbrei oder MuskelpreBsaft die anorganische Phosphor- 
siure unter Synthese mit Kohlehydrat in Lactacidogen um- 
gewandelt wird. Dieses Verhalten legte den Gedanken nahe, 
die Phosphorsiure auf dem Wege der biologischen Synthese 
zu beseitigen. Der Ubergang der zu beseitigenden Substanz 
in die zu isolierende bei dieser biologischen Synthese lieB die 
bereits éfters von uns in Angriff genommene Aufgabe von 
neuem als reizvoll erscheinen. 

Schon vor lingerer Zeit hat in unveréffentlichten Unter- 
suchungen im hiesigen Institut Gertrud Kahn aus der Gi- 
rungshexosediphosphorsiure das schén krystallisierte neutrale 
Brucinsalz dargestellt. Kurze Zeit danach beschrieben Neu- 
berg und Dalmer‘) verschiedene krystallisierte Alkaloidsalze 
der Hexosediphosphorsiure und der durch partielle Spaltung 
daraus gewonnenen Hexosemonophosphorsiure. Das von ihnen 
dargestelte Brucinsalz der Hexosediphosphorsiure ist aber nicht 
das neutrale, sondern ein saures Salz. Die Kigenschaften des 
neutralen Brucinsalzes der Girungshexosediphosphorsiure 





) G. Embden u. E. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, 8. 243 (1924). 
*) H. Lange, Diese Zs. Bd. 1387, S. 105 (1924). 

‘) G. Embden u. C. Haymann, Diese Zs. Bd. 187, S. 154 (1924). 
‘) C. Neuberg u. Dalmer, Biochem. Zs. Bd. 131, S. 188 (1922). 
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machen seine Darstellung auBerordentlich bequem. Es ist in 
kaltem Wasser nur schwer léslich und hat eine ungewodhnlich 
groBe Krystallisationsfaihigkeit. Es liBt sich mit Leichtigkeit 
z. B. aus verdiinntem Methylalkohol umkrystallisieren. 

Zur Feststellung der etwaigen Identitat des Lactacidogens 
mit der Girungshexosediphosphorsaure haben wir daher ver- 
sucht, zunichst im frischen MuskelpreBsaft die anorganische 
Phosphorsaéure méglichst vollstindig in Lactacidogen iiberzu- 
fihren und das so durch fermentative Synthese erhaltene 
Lactacidogen samt dem vorgebildeten alsdann als neutrales 
Brucinsalz zu isolieren. 





Methodik. 


Die Versuche wurden ausschlieBlich am PreBsaft aus 
Kaninchenmuskulatur ausgefiihrt. Auch diesmal waren die 
Kaninchen wie in den Versuchen von Embden und Haymann 
etwa drei Tage vor der Tétung mit Hafer gefiittert worden, 
da an so vorbehandelten Tieren die Lactacidogensynthese an- 
scheinend besonders vollstandig verliuft. Die Tétung erfolgte 
durch Entblutung aus den HalsgefiBen. Die Muskulatur wurde 
unter gréBtméglicher Beschleunigung abgelést und sofort in 
einer mit Kihlmantel umbauten, eisgekihlten Fleischhack- 
maschine zerkleinert und in gut gekihlten GefiBen aufgefangen. 
Der so gewonnene Muskelbrei wurde mit Quarzsand und 
Kieselgur in einer vorgekiihlten groBen Porzellanreibschale 
griindlich verrieben. Die Pressung erfolgte mittels der 
Buchnerschen Presse unter Verwendung der Organsaftpresse 
von H. H. Meyer bis zu einem sich allmahlich auf 320 Atmo- 
spharen steigernden Druck. Der PreBsaft wurde in eisgekiihlten 
MeBzylindern aufgefangen und sofort mit der gleichen Menge 
einer Lisung von n/, Natriumfluorid und 0,4°/, Glykogen ver- 
setzt. Die Liésung enthielt auBerdem genau wie in den Ver- 
suchen von Embden und Haymann 2°/, Natriumbicarbonat. 
Diese Mischung von PreBsaft mit bicarbonat- und glykogen- 
haltiger Fluoridlésung blieb fiir 4 Stunden in grofen, ver- 


schlossenen Erlenmeyerkolben bei der Temperatur der flieBen- 
16* 
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den Wasserleitung stehen, die meist 10° betrug. Nach Ablauf 
dieser Zeit wurde mit je der dem urspriinglichen PreBsaft- 
volumen entsprechenden Menge von 4°/,iger Salzsiure und 
5 °/,iger Quecksilberchloridlésung nach dem Prinzip von 
Schenck gefallt. Die Fiallung blieb tiber Nacht im EKisschrank 
stehen. Das am anderen Morgen auf groBer Nutsche ab- 
gesaugte Filtrat wurde mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert, 
filtriert und durch einen kriaftigen Luftstrom von Schwefelwasser- 
stoff befreit. 

Zur Fallung der Kohlehydrate einschlieBlich des Lactacido- 
gens bedienten wir uns eines Verfahrens, das sich gelegentlich 
einer kirzlich von Hirsch-Kauffmann}) im hiesigen Institut 
ausgefiihrten Arbeit tiber die Bestimmung der Milchsiure im 
Muskel bewihrt hatte. Zur Beseitigang der die Milchsdure- 
bestimmung durch Oxydation der Milchséure zu Acetaldehyd 
stérenden Kohlehydrate hatte sich dieser Autor einer An- 
regung in einer Arbeit Clausens?) folgend, der Fallung mit 
Kupfersulfat und Kalkmilch bedient. Es stellte sich hierbei 
heraus, das nicht nur, wie nach den Angaben Salkowskis’), 
van Slykes‘) und Clausens von vornherein zu erwarten war, 
Glucose, sondern auch simtliche anderen Kohlehydrate, beson- 
ders das Lactacidogen, quantitativ gefallt werden. Dieses Ver- 
fahren erwies sich in der vorliegenden Arbeit als um so 
niitzlicher, weil in den PreBsaftversuchen die von Embden 
und Laquer angewandte Methode der Ausfallung des Lac- 
tacidogens aus dem Schenckfiltrat mittels Baryt versagte, 
moglicherweise gerade deswegen, weil die PreBsaftfiltrate nur 
sehr wenig anorganische Phosphorsaéure enthielten. 

Auf je 100 ccm des Filtrates werden etwa 10 ccm Kupfer- 
sulfatlésung von 10°/, zugesetzt und unter griindlichem Um- 
riihren so viel Kalkmilch eingegossen, bis in dem durch Zentri- 
fugieren gewonnenen klaren Abgu8 durch weiteren Zusatz von 
Kalkmilch kein blaugefarbter Niederschlag mehr ausfallb2r ist. 





1) Hirsch-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924). 

*) Clausen, Journal of biol. Chemistry Bd. 52, S. 263 (1922). 

*) Salkowski, Diese Zs. Bd. 3, S. 79 (1879). 

*) van Slyke, Journal of biol. Chemistry Bd. 82, S. 455 (1917). 
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Der so entstandene hellblaue Niederschlag wird sofort auf 
einer grofen Nutsche scharf abgesaugt und — nach einmaligem 
Waschen mit ganz wenig Kalkwasser — alsbald in einer Por- 
zellanreibschale bis zur vollstandigen Zersetzung mit 25°/ iger 
Schwefelsiure verrieben. Ein erheblicher UberschuB8 an Schwefel- 
siure schadet hierbei nichts. Das ausfallende Calciumsulfat 
wird abgesaugt und mehrfach mit destilliertem Wasser ge- 
waschen. Das gesamte Filtrat wird erneut in der oben an- 
gegebenen Weise mit Kalkmilch gefallt. Das Filtrat der zweiten 
Kalkfallung ist im Gegensatz zu dem der ersten, das starke 
Blaufairbung aufweist, fast farblos. Der Niederschlag wird er- 
neut mit Schwefelsiure zerlegt, wobei diesmal ein unndtiger 
Uberschu8 vermieden wird. Die wieder durch Absaugen ge- 
wonnene klare Zersetzungsfliissigkeit wird mit gasférmigem 
Schwefelwasserstoff entkupfert, vom Sulfidniederschlag abfiltriert 
und das Filtrat durch einen Luftstrom vom Schwefelwasser- 
stoff befreit. Die schwefelsaure, kupferfreie, nicht mehr ge- 
farbte Zersetzungsfliissigkeit erweist sich bei der Priifung mit 
Silbernitrat als chlorfrei. Sie reduziert Fehlingsche Lésung 
auBerordentlich stark und gibt einen besonders deutlichen Aus- 
fall der Probe nach Molisch. 

Dieses Filtrat wird nun mit destilliertem Wasser auf etwa 
1}/, Liter aufgefiillt und mit soviel heibgesiattigtem Baryt- 
wasser unter Vermeidung jeder stirkeren Erwarmung versetzt, 
daB Kongopapier nur noch ganz schwach geblaut wird. Der 
Zusatz von Barytwasser wird fortgesetzt, bis weder Schwefel- 
siure noch Barium in dem durch Zentrifugieren gewonnenen 
klaren AbguB nachweisbar sind. Spuren _ iiberschiissigen 
Baryts schaden iibrigens nichts. Nunmehr wird filtriert. 
Die so erhaltene, gegen Lackmus stark saure Fliissigkeit, 
die auBer Lactacidogen auch samtliche nicht an Phosphor- 
siure gebundene Kohlehydrate enthalt, wird nunmehr mit 
10°/,iger Bleizuckerlésung vollstandig ausgefallt. Die sehr 
voluminése, fast glasig aussehende und nur leicht gelblich ge- 
farbte Bleizuckerfillung wird zur Beschleunigung des Ab- 
setzens in hohe StandgefaBe gefillt und bleibt so einige Stunden 
oder auch iiber Nacht stehen. Nach dieser Zeit wird die iiber- 
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stehende, fast klare Flissigkeit abgehebert, der Niederschlag 
auf nicht zu kleiner Nutsche abgesaugt und mit destilliertem 
Wasser griindlich gewaschen. 

Nunmehr wird die Bleizuckerfillung in méglichst wenig 
Wasser sorgfaltig verrieben und mit Schwefelwasserstoff voll- 
kommen zersetzt, was stets eine Reihe von Stunden in An- 
spruch nimmt, darauf filtriert und durch einen Luftstrom von 
Schwefelwasserstoff befreit. Das so gewonnene Filtrat der mit 
Schwefelwasserstoff zersetzten Bleifillung enthilt von Kohle- 
hydraten nur noch das Lactacidogen und geringe, dessen weitere 
Isolierung nicht stérende Mengen einer pentosehaltigen Nuclein- 
siure, von anorganischen Saéuren nur die der synthetischen 
Beseitigung entgangenen relativ geringen Mengen Phosphor- 
siure. Es reduziert Fehlingsche Lésung sehr stark und gibt 
eine sofort auftretende intensive Reaktion nach Molisch. Die 
Fliissigkeit bliut Kongopapier schwach und rétet Lackmus- 
papier sehr stark; sie ist frei von Sulfat- und Chlorionen. 

Nunmehr wird das Lactacidogen in sein schwer lisliches 
neutrales Brucinsalz iibergefiihrt. Zu diesem Zweck wird 
genau wie bei der oben erwahnten Isolierung des neutralen 
Brucinsalzes der Girungshexosediphosphorsaure durch Gertrud 
Kahn (unveréffentlichte Versuche) die Zersetzungsfliissigkeit 
der Bleizuckerfallung so lange mit einer konzentrierten methyl- 
alkoholischen Lésung von Brucin versetzt, bis die Reaktion 
gegen Lackmus nur noch schwach sauer ist. Schon bevor dieser 
Punkt erreicht ist, tritt eine Triibung auf, die rasch zunimmt; 
sehr bald setzen sich Krystalle am Boden und an den Winden 
des GefiBes ab. Durch leichtes Reiben mit dem Glasstab 
wird die Krystallisation noch stark beschleunigt. Zur Beendi- 
gung der letzteren wird das GefaiB fiir mindestens einige 
Stunden in den Eisschrank gestellt. Die so gewonnenen Kry- 
stalle zeigen zunichst unter dem Mikroskop verschiedene Formen 
und starke Doppelbrechung. Die Substanz wird auf kleiner 
Nutsche abgesaugt, einmal mit wenig kaltem Wasser gewaschen, 
im hochevakuierten Exsiccator iiber Schwefelsiure getrocknet und 
alsdann in mdglichst wenig heiBem Methylalkohol gelést und 
filtriert. Die methylalkoholische Lésung wird nach dem Ab- 
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kiihlen mit dem halben Volum kalten Wassers versetzt. Die 
Krystallisation setzt nach wenigen Minuten ein und geht 
sehr rasch vor sich. Im Mikroskop sieht man jetzt ein durch- 
aus einheitliches Bild — laingliche, doppelbrechende Krystalle 
mit angezackten Ecken und haufig mit zugespitzten Enden. 
[hre prismatische Beschaffenheit tritt namentlich im Polari- 
sationsmikroskop, wo die verschiedenen Flachen verschiedene 
Farben aufweisen, besonders schén hervor. 

Nach dem Umkrystallisieren wurden so aus dem Muskel- 
preBsaft eines Kaninchens ungefahr 1,5 g reiner Substanz ge- 
wonnen, die im hdhen Vakuum iiber konz. Schwefelsiure ge- 


trocknet wurde. Eine auf 100—105° erwairmte Probe verlor — 


kein Krystallwasser mehr; im Gegensatz zum Verhalten im 
hohen Vakuum iiber Schwefelsiure gibt die Substanz ihr 
Krystallwasser beim Stehen in der Luft oder im nicht eva- 
kuierten Exsiccator nur sehr schwer ab. 

An der krystallwasserfreien Substanz wurde die Ele- 
mentaranalyse vorgenommen. 

Die Stickstoffbestimmung nach Dumas ergab folgende 
Werte: 0,1675 g Substanz lieferten bei 18° und einem Baro- 
meterstand von 774 mm 8,2 ccm N,. 

0,1868 g lieferten 0,4187 g CO, und 0,1087 g H,O. 

0,0970 g wurden im Mikro-Kjeldahlkolben mit 2 ccm 
Neumannschem Siuregemisch verascht und zur vollstandigen 
Veraschung mehrmals einige Tropfen reiner Salpetersiure 
hinzugefiigt. Nach Zersetzung der Nitrosylschwefelsiure durch 
kurzes Kochen mit Wasser wurde die gewonnene Veraschungs- 
fliissigkeit auf 100 ccm aufgefillt. In je zweimal 30 ccm 


dieser Fiissigkeit wurde die Phosphorsiure als Strychnin- 

0,0970.30 
100 

0,0824 g Strychnin-Phosphomolybdat. 


CysHieOesNsP, Ber. 61,35°/,C 6,20%,H 585% N  3,21°/, P 
Gef. 61,13 6,61 5,78 3,17 


Phosphomolybdat bestimmt. g Substanz lieferten so 


Die Analysenzahlen des von Gertrud Kahn aus Hexose- 
diphosphorsiure gewonnenen, neutralen Brucinsalzes stimmen 
mit den von uns ermittelten auf das genaueste iiberein. Die 
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Identifizierung beider Substanzen durch Schmelzpunktsbestim- 
mung ist leider nicht méglich, weil sie keinen scharfen Schmelz- 
punkt besitzen. Doch ist das Verhalten beider Brucinsalze, wenn 
man sie am gleichen Thermometer bis zur Zersetzung unter 
Gasentwicklurg erhitzt, ein sehr ahnliches. 

. Dagegen gelang es, den Nachweis der Identitit beider 
Verbindungen durch die Bestimmung des Drehungsvermégens der 
methylalkoholischen Lésung der beiden Substanzen zu fihren. 

0,1042 g Brucinsalz des Lactacidogens in 8 ccm Methyl- 
alkohol gelést, drehten im 1-dcm- Rohr 0,29° (+ 0,01°) nach links. 

Dieselbe Menge Brucinsalz der Girungshexosediphosphor- 
siure in derselben Weise aufgelést, ergibt dieselbe Drehung: 
0,29° (+ 0,01°) nach links.) 

Hiermit ist der Nachweis erbracht, daB dem Lactacidogen 
die Struktur einer Hexosediphosphorsiure zukommt, welche 
mit der bei der Hefegirung gebildeten Hexosediphosphorsaure 
vollkommen identisch ist. Ks erscheint iibrigens auch jetzt 
noch nicht ausgeschlossen, daf neben der Hexosediphosphor- 
siure in der Muskulatur. auch Hexosemonophosphorsaure auf- 
treten kann. Dariiber werden weitere Untersuchungen Auf- 
schluB geben miissen. 


Zusammenfassung. 


Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Untersuchung 
besteht darin, daB sich aus MuskelpreBsaft nach fermentativer 
Uberfiihrung der die Isolierung des Lactacidogens stérenden 
anorganischen Phosphorsiure in eben diese Substanz sich ein 
neutrales Brucinsalz gewinnen laBt, das mit dem aus der Girungs- 
hexosediphosphorsaure darstellbaren vollkommen identisch ist. 

Hiermit ist der Nachweis der Identitait des Lactacidogens 
mit der bei der Girung auftretenden Hexosediphosphorsiure 
erbracht. 


') Anmerkung bei der Korrektur: Neuerlich konnte Herr 
Dr. Jost feststellen, daB die beiden in Frage kommenden Brucinsalze 
auch die gleiche Léslichkeit in kaltem Wasser besitzen. Bei 13° enthielten 
100 cem der gesittigten Lésung des aus Lactacidogen gewonnenen Salzes 
0,1351 g, des aus Girungshexosediphosphorsiure erhaltenen 0,1355 g 
Substanz (berechnet aus dem P-Gehalt beider Lésungen). 








Untersuchungen tiber Narkose. 


Ill. Mitteilung. 
Einflu8 der Allgemeinnarkose auf den Chemismus des 
quergestreiften Froschmuskels. 
Von 


Hermann Lange und Martin Erich Mayer. 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1924.) 





In friheren Untersuchungen wurde gezeigt, daB die Narkose 
_ des isolierten Froschgastrocnemius immer mit einer anfanglichen 
Permeabilititsminderung und einer darauffolgenden reversiblen 
_ Permeabilititssteigerung verbunden ist. Da wihrend beider 
Permeabilitatszustinde typische Narkose des Muskels vorhanden 
ist, wurde der Schlu8 gezogen, daB weder die verringerte noch 
die gesteigerte Durchlissigkeit der untersuchten Muskelfaser- 
grenzschichten als wesentliche Ursache der Narkose angesprochen 
werden kann. 

Wir bezogen vielmehr die beobachtete geringere oder 
gréBere Ausscheidung von Phosphat auf Verinderungen des 
statischen Permeabilitaétszustandes, und stellten dieser stati- 
schen die dynamische Permeabilitit gegeniiber. 

Wir verstanden hierbei unter dynamischer Permeabilitat 
die Fahigkeit zu rascher Permeabilitiitsinderung.’) 











Bl hl hile Eat 2 os 


1) Embden, Vortrag auf der Tagung der Deutschen Physiologischen 
Gesellschaft. Ber. iiber die gesamte Physiologie Bd. II, 8. 2 (1920). — 
H. Lange u. A. Kappus, Diese Zs. Bd. 124, S. 140 (1923). — G. Embden 
u. H. Lange, Klin. Wochenschr. 1924, S. 129. 
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DaB die dynamische Permeabilitat, die Alterationsfihigkeit 
der Muskelfasergrenzschichten, insbesondere die Méglichkeit 
aus dem Zustand geringerer in einen solchen héherer Permea- 
bilitét iiberzugehen, bei der Narkose weitgehend vermindert 
ist, konnte von Lange und Kappus unmittelbar dargetan 
werden. 

Wahrend in den erwihnten Arbeiten das physiko- 
chemische Verhalten des Froschmuskels in der Narkose unter- 
sucht wurde, befaBt sich die vorliegende Untersuchung ledig- 
lich mit Veriinderungen des Chemismus. In erster Linie 
sucht sie zu entscheiden, ob die Allgemeinnarkose zu Ab- 
weichungen des Lactacidogenstoffwechsels fihrt. 

Embden und seine Mitarbeiter haben gezeigt, daB ver- 
schiedene Ionen, je nach der Art ihrer Kinwirkung auf den 
Kolloidzustand, zum Auf- oder Abbau von Lactacidogen fihren 


~ k6nnen. 


Da auch die Narkotica, wie bekannt, ausgesprochene Ver- 
anderungen des Kolloidzustandes bewirken, so durfte man von 
vornherein erwarten, daB sie auch den Lactacidogenstoffwechsel 
beeinflussen wiirden. 


Methodik. 


Die Allgemeinnarkose von meist sehr kriaftigen Fréschen 
wurde in einem verschlossenen GlasgefiB von etwa 1 Liter 
Rauminhalt ausgefiihrt, auf dessen Boden sich ein mit einer 
bestimmten Menge Ather durchtriinkter Wattebausch befand. 
Unmittelbar vor der Narkose wurde eine Schenkel nach Ligatur 
abgetrennt und sofort fiir die chemische Untersuchung ver- 
arbeitet. Die Narkose wurde nach ihrem Eintritt verschieden 
lange fortgesetzt. Am Schlu8 wurde der zweite Schenkel in 
der gleichen Weise verarbeitet wie der erste, d. h. die rasch 
abgetrennte Muskulatur wurde mit der Schere zerkleinert und 
gleichmiBig gemischt. Ein Teil des Muskelbreis wurde sofort 
in 5 ccm Salzsiure von 4°/, versenkt (A-Bestimmung), ein 
weiterer in 5 ccm einer frisch bereiteten Natriumbicarbonat- 
lésung von 2°/,; er diente zur Ermittlung der bei 40° ab- 
spaltbaren Phosphorsiure (B-Bestimmung). 








cr 
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Neben dem Lactacidogengehalt untersuchten wir immer 
die jeweiligen Verainderungen der Trockensubstanz, auBerdem 
in einigen Versuchen die Gesamtphosphorsiure, sowie die 
Fraktionen der léslichen und unléslichen ,,Restphosphorsaure“.') 


Versuchsergebnisse. 


Die Ergebnisse der in der geschilderten Weise angestellten 
Versuche sind in der Tab. 1 mitgeteilt. Die Stabe 3—5 ent- 
halten Angaben iiber Art und GréBe der Versuchstiere, iiber 
den jeweiligen Zeitpunkt des Kintritts der Narkose und iiber 
ihre Dauer. Die Stibe 6—9 fithren die Angaben iiber die 
sofort vorhandene anorganische Phosphorsaure (6), die unter 
den Bedingungen des B-Versuchs gefundene (7) und die aus 
diesen beiden GréBen errechnete Lactacidogenphosphorsiure (8). 
In Stab 9 finden sich die fiir die Trockensubstanz ermittelten 
Werte. Stab 10 enthalt die bei der Narkose angestellten 
biologischen Beobachtungen. 

Wie man aus Stab 3 ersieht, gelangten durchweg iiber- 
mittelgroBe, z.T. sogar sehr groBe bayrische Esculenten zur 
Verwendung. Die Dauer der Narkose nach ihrem Eintritt 
betrug in den meisten Versuchen 20 Minuten; in Versuch 8 
nur 9 Minuten, in Versuch 14 dagegen 6 Stunden. Die Menge 
des verbrauchten Athers, der in jedem einzelnen Falle auf 
Grund der biologischen Beobachtungen dosiert wurde, weist 
starke Schwankungen auf, die wohl z. T. auf individuelle Ver- 
schiedenheiten zuriickgefiihrt werden miissen. 

Uberblickt man die Werte in Stab 6, so ergibt der Ver- 
gleich der freien Phosphorséiure des normalen Schenkels und 
desjenigen vom narkotisierten Tier ausnahmslos eine mehr 
oder weniger erhebliche Verminderung nach der Narkose. Die 
Verminderung der anorganischen Phosphorsiure betrigt im 
Durchschnitt 8,5°/,, wobei sie in den einzelnen Versuchen 
zwischen 3 und 15°/, schwankt. 

Betrachtet man die B-Werte, so fallt auf, daB sie am 
Narkosematerial mit wenigen Ausnahmen unter den an den 





1) G. Embden u. E. Adler, Diese Zs. Bd. 113, S. 205 (1921). 
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Kontrollschenkeln gefundenen liegen. Die aus den Stiben 6 
und 7 berechneten Lactacidogenphosphorsaurewerte sind trotz- © 
dem in der iiberragenden Mehrzahl nach der Narkose erhdht. 
Thre Zunahme betrigt im Mittel etwa 15°/,. 


Im Versuch 11 ist kein Unterschied vorhanden, in den 
Versuchen 9 und 13 tritt eine geringe Abnahme des bestimm- 
baren Lactacidogengehaltes nach der Narkose in die Er- 
scheinung. Die Ursache fiir das Ausbleiben einer Lactacidogen- 
vermehrung liegt in allen 3 Versuchen in dem auffallend 
niedrigen B-Wert. 

Die Trockensubstanz ist nur in maBigen Grenzen ver- 
andert (teils vermehrt, teils vermindert). Wir haben deshalb 
auf eine Umrechnung der auf feuchte Substanz bezogenen 
Werte (Stabe 6—8) verzichtet. 


Im einzelnen wollen wir noch darauf hinweisen, daB die 
Gesamtphosphorsiiure in den Versuchen, in denen sie ermittelt 
wurde (Versuch 9 und 10) in der Narkose eine Vermehrung zu 
zeigen schien. 


In den Versuchen 5, 6 und 12 ergaben Bestimmungen nach 
der Bangschen Methode einen recht betrichtlichen Anstieg 
des Blutzuckers; in Versuch 5 von 0,059°/, auf 0,116°/,, in 
Versuch 6 von 0,032°/, auf 0,080°/,, in Versuch 12 von 0,039°/, 
auf 0,062°/,. 


Die auffallige Tatsache, daB nach der Narkose meist der 
B-Wert niedrig befunden wurde, legte die Annahme nahe, daB 
die Lactacidogenspaltung unter den Bedingungen der Warme- 
starre beim narkotisierten Tier ahnlich wie unter der Hin- 
wirkung von synthesebegiinstigenden Ionen gehemmt wire. 
Wenn demnach der in den meisten Versuchen erreichte 
B-Wert nicht dem bei villiger Lactacidogenspaltung auftretenden 
Endwert entsprach, durfte man erwarten, durch spaltungs- 
fordernde Mittel diesen wahren B-Wert zu erreichen. Wir 
versuchten dies, indem wir den fermentativen Spaltungsvorgang, 
der unter gewdhnlichen Bedingungen nach 2 Stunden ab- 
geschlossen ist, lingere Zeit — bis zu 4 Stunden — beob- 
achteten. In einzelnen Versuchen fiigten wir der Bicarbonat- 
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lésung Salze hinzu, denen nach Embden und Lehnartz}) 
eine starke spaltungsbegiinstigende Wirkung auf das Lact- 
acidogen zugeschrieben werden muB. 






































Tabelle 2. 
1 2 3 i). bat 1 
Anorganische H,PQ, in 
Versuchs- H,PO, 2°/, NaHCO, bei 40—42° Be- 
RUMMAOI sofort nach nach nach merkungen 
A 1/, Stde. ; 1 Stde. | 4 Stdn. 
: K | 0,345 | 0,393 | 0,406 | 0,477 | ohne NaJ- 
N | 0,297 | 0,886 | 0,418 | 0,418 Zusatz 
os K | 0,336 at 0,487 | 0,443 | mit NaJ- 
N | 0,313 om 0,416 | 0,445 Zusatz 
K 0,817 = 0,424 | 0,488 
- N | 0,283 i 0,436 | 0,453 desgl. 
K 0,383 ss 0,521 | 0,513 
- N | 0,826 ~ 0,480 | 0,516 dengl. 
. K 0,337 —- 0,460 0,498 
15 N | 0,290 ue 0,457 | 0,470 desgl. 
K = Kontrollschenkel N = Narkoseschenkel 


Das Ergebnis einer Reihe derartiger Versuche ist in 
Tab. 2 wiedergegeben. _Wie man sieht, wird ein mit dem 
normalen Muskel identischer B-Wert auch unter diesen Be- 
dingungen nicht iiberall gefunden. Gegeniiber der Tatsache, 
daB der B-Wert am Narkosematerial den im Kontrollmuskel 
gefundenen nicht immer erreicht, fallt es besonders auf, daB 
im Anfang (siehe die Werte nach 1 Stunde) das Tempo der ~ 
Spaltung in allen Fallen nach der Narkose (unter Beriick- ~ 
sichtigung des niedrigeren A-Wertes) ein erheblich rascheres | 
ist. Man darf hierbei nicht auBer acht lassen, daB nach einer 
Allgemeinnarkose von 20 Minuten der isolierte Froschmuskel 
kaum in seiner direkten Erregbarkeit gelitten haben diirfte; 
die noch vorhandene Konzentration von Narkoticum ist ins- 





1) Embden u. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 184, S. 243 (1924). Diese | 
Autoren geben auch einen Versuch (Versuch 19, S. 268) wieder, in dem q 
sie am Muskelbrei von narkotisierten Fréschen mit Erfolg die Hemmung 3 
der Lactacidogenspaltung durch Natriumrhodanid bekimpften. i 
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besondere nach der Isolierung und Suspension des zerschnittenen 
Muskels in der 5fachen Menge Fliissigkeit eine sehr geringe. 
Man ist deshalb vielleicht berechtigt, bei der ungemein be- 
schleunigten Spaltung in den ersten Stadien des B-Versuchs 
an einen der excitierenden Wirkung des Narkoticums ver- 
wandten Vorgang zu denken. 

Fiigt man anderseits dem suspendierten Muskelbrei Narko- 
ticum in geniigenden Konzentrationen zu, so beobachtet man, 
wie es von anderen Fermenten lingst bekannt ist, auch einen 
hemmenden Hinflu8 auf den fermentativen Lactacidogenwechsel. 
Wir haben eine Reihe solcher Versuche unternommen, méchten 
aber an dieser Stelle auf eine zahlenmiBige Wiedergabe ver- 
zichten. Immer zeigte es sich, daB z. B. Phenylurethan (0,05 °/,), 
die durch gewisse Salze zu erzielende Synthese und auch den 
Abbau des Lactacidogens deutlich hemmte. 


Zusammenfassung und Eroérterung. 


Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Arbeit besteht 
darin, daB der Lactacidogengehalt des Froschmuskels bei 
Allgemeinnarkose erhéht wird. +) 

Die Erhéhung ist, wie man aus der Erniedrigung des 
A-Wertes schlieBen darf, durch Umwandlung von vornherein 
vorhandener anorganischer Phosphorsiure in Lactacidogen 
bedingt. 

Das Lactacidogen wird unter den Bedingungen der B-Be- 
stimmung nach vorangegangener Allgemeinnarkose weniger 
volistindig — wenn auch im Anfang rascher als unter normalen 
Verhiltnissen — gespalten. 

Die beschriebenen Wirkungen der Allgemeinnarkose diirften 
ihren Angriffspunkt an den Kolloiden der Muskulatur haben, 
wobei die Frage unentschieden bleibt, inwieweit an diesen 
Wirkungen auf die Muskelkolloide bei der Allgemeinnarkose 
eintretende Ionenverschiebungen mitbeteiligt sind. 





1) Diese Tatsache wurde an der Warmbliitermuskulatur neuerdings 
auch von P. Schenk beobachtet [s. Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 99 (1923)]. 
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Uber die Wirkung des Calciums und einiger seiner Anta 
gonisten auf den Lactacidogenwechsel im Muskelbrei. 
Von 
Curt Emmrich und Hermann Lange. 


Mit 2 Figuren im Text. 


—_— 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1924.) 





Der Ablauf des Lactacidogenwechsels im Muskel wird, 
wie Embden und Lehnartz}) gezeigt haben, in hohem MaBe 
von der Natur der anwesenden Salze bestimmt. Was bei diesem 
Geschehen den EKinfluB der Anionen betrifft, so konnten die 
genannten Autoren feststellen, da die Natriumsalze ver- 
schiedener anorganischer und organischer Siuren auf den L. 
(Lactacidogen)-Stoftiwechsel — als MaBstab der Veranderungen 
der L.-Menge diente in allen Versuchen das Verhalten der 
freien Phosphorsiure — in durchaus verschiedener Weise sich 
wirksam erweisen; so fiihren Chlor-, Brom-, Jod-, Rhodanionen 
eine im allgemeinen in der genannten Reihenfolge wachsende 
Verstarkung der Phosphorsiureabspaltung aus dem L-Molekil 
herbei, wihrend andere, wie z. B. das Sulfation die L-Spaltung 
verlangsamen und wieder andere, naimlich das Citration und in 
ganz besonders hohem Grade das Fluorion eine Reaktionsumkehr 
in dem Sinne bedingen, daB iiberhaupt keine Abspaltung von 
Phosphorsiure, sondern im Gegenteil unter Verschwinden von 
Phosphorsiure ein Aufbau von Lactacidogen erfolgt. 

Im Anschlu8 ;hieran konnte der eine von uns?) nach- 
weisen, daB auch der EinfluB der Kationen auf den L-Wechsel 
von deren Natur abhingig ist. Kine vergleichende Unter- 


agente te eee 


') Embden u. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 184, S. 243 (1924). 
*) H. Lange, Diese Zs. Bd. 137, S. 105 (1924). 
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suchung an K*, Nat, Mg** und Ca** ergab vor allem eine 
Sonderstellung der Calciumionen; die letzteren fiihren in be- 
stimmten Konzentrationen regelm&S8ig zu einer bedeutenden 
Synthese von Lactacidogen. 

Fir den Eintritt und Umfang der lonenwirkungen ist, 
wie schon Embden und Lehnartz hervorhoben, immer eine 
‘Reihe von Faktoren mitbestimmend. So konnte auch fir die 
Calciumwirkung ermittelt werden, daB sie u. a. weitgehend ab- 
hingig ist von der jeweiligen Konzentration dieses Salzes. In 
Versuchen, in denen wechselnde Konzentrationen von Calcium- 
chlorid zur Anwendung gelangten, zeigte sich, daB starkste 
Wirksamkeit im Sinne der Synthese und vdéllige Wirkungs- 
losigkeit oft nur durch einen geringen Konzentrationsunter- 
schied voneinander getrennt sind. Wir bemerken an dieser 
Stelle, daB durch Calciumzusitze, welche einer Gesamtkonzen- 
tration von m/50 entsprechen, meist das gréBte Ausma8 von 
Lactacidogensynthese im Muskelbrei erzielt wurde. 

Die hervorragende Bedeutung, die offenbar den Calcium- 
ionen im gesamten Stoffwechsel zukommt, lieB eine weitere 
Verfolgung dieses Befundes nach verschiedenen Richtungen als 
wiinschenswert erscheinen. 

Aufgabe der vorliegenden Untersuchung ist es, die Ein- 
wirkung dreier bestimmter Kationen, des Na, K und Mg auf 
die unter der Einwirkung von Ca-Ionen erfolgende Synthese 
von Lactacidogen im Muskelbrei festzustellen. 

Zur Frage des Ionenantagonismus liegen zahllose Unter- 
suchungen aus ilterer und neuerer Zeit vor. Teils am Kolloid- 
modell, teils am lebenden Substrat gewonnen, bekriftigen alle 
bisherigen Versuchsergebnisse die Tatsache, daS ein gewisses, 
wohl abgestimmtes Zusammenspiel aller physiologisch betei- 
ligten Salze eine Hauptbedingung des normalen Lebens der 
Zelle darstellt. Im Mittelpunkt vieler solcher Untersuchungen 
steht das Calcium; wir brauchen nur an den ausgesprochenen 
Antagonismus zwischen Kalium und Calcium bei der Herz- 
tatigkeit, an die Kalilihmung des Skelettmuskels!*), die bei 





1) Overton, Pfliigers Arch. Bd. 105, S. 188 (1904). 
?) Hans Vogel, Diese Zs. Bd. 118, S. 50 (1922). 
17* 
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einem je nach der begleitenden Ca-Menge verschiedenen Ge- 
halt der AuBSenfliissigkeit an Kalium eintritt, oder an die Auf- 
hebbarkeit der mit Magnesiumsalzen?) hervorgerufenen Narkose 
durch Calciumionen erinnern. 

Benutzt man die Beeinflussung der fermentativen Lac- 
tacidogenverinderungen durch Salzgemische als Grundlage fiir 
das Studium gewisser Fragen des Jonenantagonismus, so liegen 
die Vorteile dieser Methode unseres Erachtens darin, daB sie 
ermoéglicht, durch die quantitative Verfolgung des fermentativen 
Geschehens ein exaktes Maf fiir die untersuchte Wirkung zu 
gewinnen, daB sie ferner eine auBerordentliche Empfindlichkeit 
besitzt (hier sei daran erinnert, da8 die Calciumwirkung noch 
in einer Verdiinnung von 0,1 mg®/, Ca nachweisbar ist), und 
daB sie endlich nicht nur einen modellmifbigen Einblick ge- 
wahrt, sondern ein Stiick wirklichen Geschehens im Kohle- 
hydratstoffwechsel der Muskelzelle darstellt. | 

Fiir die Beurteilung der gefundenen Wirkung mu8 man 
sich allerdings der Tatsache bewuBt sein, daB die im Frosch- 
muskelbrei erhaltene Mikrostruktur aus einem zugesetzten 
Ionengemisch insofern eine Auswahl treffen wird, als die 
Diffusionsfahigkeit fiir verschiedene Ionen durchaus verschieden 
ist; an den Wirkungsorten ist somit die wahre Konzentration 
der einzelnen urspriinglich zugefiigten lonen nicht ohne weiteres 
zu tibersehen. 


Methodik. 


Die Ausfiihrung der Versuche lehnt sich aufs engste an 
die bereits in der Untersuchung von Embden und Lehnartz 
angewendete Technik an. Frisch gewonnene Froschmusku- 
latur, welche mit der Schere rasch zerkleinert und gut durch- 
gemischt wurde, wurde in gleiche Portionen von etwa 1 g ge- 
teilt. Mit dieser Menge wurden die einzelnen VersuchsgefaBe, 
welche je 5 ccm der verschiedenen Salzlésungen enthielten und 
damit analytisch gewogen waren, gleichzeitig beschickt. Durch 





1) Meltzer, S. J. u. Auer, J., Biochem. Zs. Bd. 112/13, 8. 291 
(1920). 
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eine zweite Wigung wurde das Gewicht des abgeteilten 
Muskelbreis genau ermittelt. Von den VersuchsgefiBen ent- 
hielt das erste 5 ccm 4°/, iger Salzsiure (A-Bestimmung), das 
zweite 5 ccm einer 2°/, igen frisch bereiteten Bicarbonatlésung 
(B-Bestimmung), das dritte 5 ccm destillierten Wassers (Wasser- 
wert), das vierte 5 ccm m/50-Calciumchloridlésung. In den 
iibrigen VersuchsgefiBen waren auBer der vorhin erwdhnten 
Calciummenge (m/50) einander aquimolekulare Mengen von 
Natrium, Kalium, Magnesium und in mehreren Fallen auch 
von Ammoniumsalzen enthalten. Die Konzentration dieser 
Kationen war in den meisten Versuchen m/10, also nahezu 
isotonisch. Die Fliissigkeiten blieben waihrend des Versuchs 
bei der Temperatur der Wasserleitung (meist 11°) stehen. 
Die Unterbrechung der fermentativen Vorginge erfolgte in den 
meisten Versuchen nach 4 Stunden, und zwar durch Zusatz 
von je 5 ccm 4°/,iger Salzsiure und 5 ccm 5°/,igem Queck- 
silberchlorid nach dem Prinzip der Schenckschen Fallung. 
Das VersuchsgefiB 2 (B-Bestimmung) wurde 2 Stunden bei 40 
bis 42° gehalten, und dann in gleicher Weise die Fallung vor- 
genommen. 

Gemessene aliquote Teile des am nichsten Tage ge- 
wonnenen und vom Quecksilber und Schwefelwasserstoff be- 
freiten Filtrates dienten zur Bestimmung der anorganischen 
Phosphorsiure auf gravimetrischem Wege.') Die in den Ver- 
suchsgefaBen 1—4 ermittelten Phosphorsiuremengen dienten 
als Vergleichswerte. 


Versuchsergebnisse. 


In Versuch 1 sind die Wirkungen von Natrium-, Kalium-, 
Ammonium- und Magnesiumchlorid auf die durch Calcium her- 
vorgerufene Synthese untersucht. 


Versuch 1. 


Wie die graphische Darstellung ergibt, ist bei allen Salz- 
zusitzen die Calciumwirkung, welche innerhalb von 4 Stunden 





') G. Embden, Diese Zs. Bd. 113, 8. 138 (1921). 
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bei 11° zu einer Verminderung der freien Phosphorsiure von 
0,324°/, (A-Wert) auf 0,200 gefiihrt hat, mehr oder weniger 
abgeschwacht. Die An- 
wesenheit von m/10 Na- 
triumchlorid, Kalium- 
chlorid, Ammoniumchlorid 
verursacht eine betricht- 
liche Hemmung der Syn- 
these; der Grad _ dieser 
Hemmung ist bei den vier 
genannten Salzen nur un- 
erheblich verschieden und 


bersuch?. (28.%.23.) 
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Im weiten Abstande 


folgt das Magnesiumchlorid: in jener Konzentration, die be- 
ziiglich ihres Kationengehaltes unmittelbar mit den eben be- 
sprochenen Kationen vergleichbar ist, (m/10) bleibt nicht 

nur jegliche Lactacidogen- 


Versuch. (28.11.23.) synthese aus, sondern 
Oberall Ca Cle "30 


A _——— es erfolgt sogar eine be- 


trichtliche Lactacidogen- 
spaltung, welche die in 
reinem Wasser beobachtete 
(0,832) wesentlich itiber- 
schreitet (0,357); in der 
Konzentration m/20, die 
den gleichen Chlorionen- 
gehalt hat wie diem/10-L6- 
aves 0.232 = ed ee sungen der einwertigen Kat- 
Bo Waser "ee "0 "he "x2 jonen, ist die synthetische 
Fig. 2. Wirkung des Calciums 

gerade vollig aufgehoben. 

Die Wiederholung des Versuchs fihrte, wie in Fig.2 | 
dargestellt ist, im Prinzip zu ganz dem gleichen Er- | 
gebnis. i 
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Versuch 2. 


Auch hier wird durch den gleichzeitigen Zusatz von Al- 
kalichloriden die durch Calcium hervorgerufene Synthese zwar 
erheblich vermindert, aber keineswegs beseitigt. Magnesium- 
chlorid dagegen hebt in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis 
von Versuch 1 sowohl in der Konzentration m/10 (aquimole- 
kulare Mg-Mengen), als auch in der Konzentration m/20 (iqui- 
molekulare Cl-Mengen) die Synthese vollkommen auf und laBt 
dariiber hinaus sogar eine erhebliche Abspaltung von Phosphor- 
Siure eintreten. 

Wihrend in den bisher geschilderten Versuchen die ver- 
wendeten Alkalichloride immer in Konzentrationen von m/10 
zur Anwendung gelangten, geben wir im folgenden Versuche 
ein Beispiel wieder, in welchem der auch hier konstanten 
Konzeniration von Calcium (m/50) verschiedene Konzentrationen 
der Alkalichloride entgegengestellt sind. 


Versuch 3. 


Am Kopf der Tabelle sind die notwendigen Vergleichs- 
werte angegeben, in der Haupttabelle in sieben Horizontal- 
reihen die verschiedenen Konzentrationen der Salze angeordnet. 
Die Mengen der Salze fallen von der ersten bis zur letzten 
Horizontalreihe in geometrischer Progression von m/1 bis 
m/729 ab. 

Fassen wir zunichst die in der oberen kleinen Tabelle 
angegebenen Vergleichswerte ins Auge, so finden wir einen 
A-Wert von 0,349 und einen B-Wert von 0,494. Aus diesen 
Zahlen berechnet sich ein Lactacidogengehalt von 0,145. Die 
im Wasserversuch gefundene freie Phosphorsiure betrigt 0,459; 
es sind also mehr als Zweidrittel des urspriinglich vorhandenen 
Lactacidogens gespalten; im Versuch ohne Zusatz (0,400) ist 
etwa ein Drittel des Lactacidogens gespalten worden. 

In m/50-Calcium erniedrigt sich der Wert der freien 
Phosphorsiure auf 0,224. Uberblickt man die horizontalen 
Reihen der Haupttabelle, deren simtliche Versuche unter Zu- 
satz eben dieser Ca-Menge ausgefiihrt wurden, so findet man 
zwischen cer Wirkung der einzelnen Kationen auf die Calcium- 
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synthese erhebliche Unterschiede; am geringsten sind die Unter- 
schiede in der obersten und untersten Horizontalreihe. In 
der untersten Reihe kommt wohl bei allen die unverminderte 
Calciumwirkung zum Ausdruck. In der zweiten Horizontalreihe 
(m/3) ist der Antagonismus des Magnesiums gegeniiber dem Cal- 
cium weitaus am stirksten, in weitem Abstande folgen Kalium, 
dann Ammonium und Natrium. In der dritten Horizontalreihe 


Tabelle 1. Versuch 3. 29. 3. 23. 










































































Vergleichs- x B H,0 ohne |, /50 CaCl, 
werte Zusatz 
H,PO,°/, 0,349 0,494 0,459 0,400 0,224 
°/,ischer Gehalt an °/,ischer Gehalt an 
mo 
NaCl| Na | Ci |H,PO,%/,| KCl | K | Cl | H,PO,% 
— — nee iN monemernnemat eee — moe soe soamepeneaide —<aeabeenaenen se pac as me l sauuiadesenesdapasiangapeien 
m 58 | 2,3 | 3,5 os41 [75 |39 [25 | 0,876 
m/3 1,9 0,88 | 1,16 0,297 2,5 is | 1f6 0,349 
m/9 0,7 | 0,28 | 0,4 0,274 0,83 | 04 (0,4 | 0,298 
m/27 0,2 | 0,09 | 0,13 0,239 0,28 | 0,14 | 0,14 | 0,255 
m/81 0,07 | 0,08 | 0,04 0,235 0,09 | 0,05 | 0,04 | 0,231 
m/243 | 0,023/ 0,01 | 0,014 0,287 0,03 | 0,015 | 0,014 | 0,225 
m/729 | 0,008 |-0,003/ 0,005 | 0,225 0,010 | 0,005 | 0,005 0,203 








In allen Versuchen ist den Salzlésungen 


(m/9) tritt der in den vorigen Versuchen beschriebene Vor- 
rang des Magnesiums noch deutlicher in Erscheinung, denn 
wihrend bei den anderen Kationen die Synthese durch Calcium 
stark hervortritt, ist beim Magnesium eine noch stirkere Phos- 
phorsdureabspaltung als in Reihe 2 erfolgt. In Konzentration 
m/27 ist das Maximum der antagonistischen Magnesiumwirkung 
gegeniiber der Synthese durch Calcium erreicht, wahrend bei 
der gleichen Konzentration der anderen Kationen diese Synthese 
nur wenig beeintrichtigt erscheint. In den beiden folgenden 
Reihen (m/81 und m/243) sinkt die Magnesiumwirkung sehr deut- 
lich ab, in der letzten (m/729) ist: sie kaum mehr zu erkennen. 

Der besprochene Versuch bestitigt also die itiberlegene 
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antagonistische Wirkung des Magnesiums gegen Calcium; dar- 
iiber hinaus laBt er auch Unterschiede in der Wirksamkeit 
von Natriumchlorid, Kalium- und Ammoniumchlorid in dem 
Sinne erkennen, da8 das Natriumchlorid deutlich schwicher 
wirkt als die beiden anderen Salze. 

In allen bisher erwihnten Versuchen gelangte als Anion 
das Chlorion zur Anwendung. Nach den Untersuchungen von 
Embden und Lehnartz kann dieses Ion eine erhebliche Be- 
schleunigung der Phosphorsiureabspaltung aus Lactacidogen 


hervorrufen. 


Es war also von vornherein méglich, ja in hohem 






































, Ma8e wabhrscheinlich, daB an der Verminderung der durch Ca 
4 bedingten Synthese in den eben besprochenen Versuchen auch 
das Chlorion zum mindesten mitbeteiligt war. 
%/,ischer Gehalt an °/,ischer Gehalt an 
/@™—@NHCL | NH, | Cl H;P0,% | MgCl, | Mg | Cl | H,PO,% 
| 1,8 3,5 0,383 9,5 2,4 7,1 0,396 
#18 0,6 1,16 0,328 8,2 0,8 2,4 0,390 
706 0,2 0,39 0,269 1,06 | 0,27 0,8 0,400 
7 0,2 0,07 0,18 0,295 0,35 | 0,09 0,3 0,419 
0,07 | 0,023 | 0,04 0,223 0,12 | 0,03 0,09 0,327 
70,23 | 0,008 | 0,015 0,243 0,04 | 0,01 0,03 0,272 
| $0,008 | 0,003 | 0,005 0,218 0,013 | 0,003 | 0,01 0,235 
. m/50 CaCl, zugesetzt. 
a Tabelle 2. Versuch 4. 6. 4. 23. 


Vergleichswerte: A = 0,327°/,; 


B = 0,459°/,; 


CaCl, m/50 = 0,235 °%); 


Wasser = 0,414°/, H,PQ,. 




















1 2 3 
co | H,PO, am Ende des Vers. 
in °/, des Muskelbreies 
mo | m/18 
NaCl 0,271 0,255 
KCl 0,294 0,266 
MgCl, | 0,344 0,857 

















In allen Versuchen ist den Salzlésungen m/50 CaCl, zugesetzt. 





+ 5 6 
age Ve H,PO, am Ende des Vers. 
in °/, des Muskelbreies 
m/9 m/18, 
Na,SO, 0,261 0,246 
K,SO, 0,277 0,247 
MgSO, | 0,844 0,885 
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Diese Frage suchten wir dadurch zu entscheiden, daB wir 
das Chlorion durch ein Anion von nicht beschleunigender Wir- 
kung auf die Lactacidogenspaltung ersetzten. 

Das Ergebnis eines derartigen Versuches ist in Tab. 2 
wiedergegeben. 


Versuch 4. 


Bei m/9 Natriumchloridlésung ist eine deutliche Hem- 
mung der Kalkwirkung vorhanden (0,271), gegeniiber (0,235). 
m/18-Natriumsulfatlésung (vom gleichen Na-Gehalt wie m/9 
Natriumchlorid) zeigt héchstens eine geringe Andeutung anta- 
gonistischer Wirkung gegen Kalk (0,246 gegeniiber 0,235). Bei 
Anwendung von m/18-Chloridlésung ist die Hemmung der 
Kalkwirkung noch sicher nachweisbar (0,255 gegen 0,235). 


Kaliumchlorid 1la8t in m/9-Lésung eine sehr betricht- 
liche (0,294 °/,), in m/18-Lésung eine immerhin deutliche 
(0,266°/,) Synthesenhemmung erkennen. m/18-Kaliumsulfat- 
lésung (von gleichem K-Gehalt wie m/9-Kaliumchloridlésung) 
vermag dagegen, ebensowenig wie das entsprechende Natrium- 
salz eine stirkere antagonistische Wirkung gegen Calcium aus- 
zuiiben. Eine solche Wirkung ist aber bei Verwendung von 
m/9-Kaliumsulfat deutlich erkennbar. 


Magnesiumchlorid ruft auch in diesem Versuch nicht nur 
eine deutliche Synthesehemmung hervor, sondern bewirkt sogar 
Abspaltung von Phosphorsiure trotz der Anwesenheit von 
m/50-CaCl,. Die m/18-Lésung ist dabei eher von stirkerer 
Wirksamkeit als die m/9-Lésung. 

m/9-Magnesiumsulfat ist genau so stark wirksam wie 
m/9-Magnesiumchlorid, wahrend. bei m/18-Lésung die Wirkung 
des Sulfats etwas hinter derjenigen des Chlorids zuriicksteht. 


Das wesentlichste Ergebnis dieses Versuchs ist also, daB 
das Magnesiumion, auch wenn es als Sulfat zugesetzt wird, in 
seinem Antagonismus gegen Calcium weitaus am stirksten 
wirksam ist. Die Magnesiumsulfatwirkung ist gegeniiber jener 
des Magnesiumchlorids bei m/9 gar nicht, bei m/18 nur wenig 
abgeschwicht. 

Auch Natriumsulfat und Kaliumsulfat sind in m/9-Lésung 
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wirksam. ‘Trotzdem der Natrium- und Kaliumgehalt dieser 
Lésungen doppelt so groB ist, wie der der m/9-Chloride, ist 
ihre synthesehemmende Wirkung aber deutlich geringer und 
in m/18-Liésung, die in bezug auf den Kationengehalt unmittel- 
bar mit der stark wirksamen m/9-Chloridlésung vergleichbar ist, 
ist héchstens noch eine Andeutung von Wirkung vorhanden. 

Offenbar ist also an der hemmenden Wirkung des Ka- 
liumchlorids und des Natriumchlorids gegeniiber der unter 
Salciumeinflu8 erfolgenden Lactacidogensynthese das Chlorion 
mitbeteiligt, ja aus dem eben besprochenen und mehr noch aus 
dem folgenden Versuch scheint hervorzugehen, daf im Natrium- 
chlorid das Chlor der iiberwiegend wirksame Bestandteil ist. 


Freilich darf hierbei nicht auBer acht gelassen werden, 
da8 das Sulfation nach den erwihnten Untersuchungsergeb- 
nissen von Embden und Lehnartz im Gegensatz zum Chlor- 
ion, das die Abspaltung von Phosphorsiure begiinstigt, eine 
Hemmung der Spaltung herbeifiihrt, daB also, die antagnosti- 
sche Wirksamkeit des Natriumions gegen das Calciumion vor- 


7 ausgesetzt, im Natriumchlorid Kation und Anion synergisch, 


im Natriumsulfat dagegen antagonistisch wirken. 


Tabelle 3. 


Versuch 5. 8. 4. 28. 


Vergleichswerte: A = 0,203°/,; B= 0,449°/,; CaCl, m/50 = 0,243°/,; 
Wasser = 0,416 °/, H,PO,. 


























| 
1 2 | 3 | 4 5 
H,PO, am Ende des Versuchs in °/, des Muskelbreis: 
| m/9 mit | m/i8 mit 
m/9 obne m/18 ohne CaCl, m/50 | CaCl, m/50 
Cae AC TIS Mbehaaenusaaaaabeetpmaepumaneteminnoneadamenonen pe etme ao omer oasis omer ages RE era ree eT Sse 
Na,SO, 0,328 0,391 | 0,246 0,248 
K,S0, 0,391 0,397 0,389 0,289 
(NH,),80, 0,385 0,383 0,224 0,233 
MgSO, 0,375 0,382 0,325 | 0,824 





Ein weiterer Versuch, Vers. 5, Tab. 3, wurde in der Art vor- 
genommen, daB die Wirkung von m/9-Lésungen der Sulfate 
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ohne Kalkzusatz verglichen wurden mit jener, die bei gleich- J 
zeitiger Anwesenheit von m/50-CaCl,-Lésung eintrat. Auch | 
hier blieb der Muskelbrei 4 Stunden bei 11° stehen. / 

Der Anfangswert der Phosphorsiure betrug 0,303 °/.. aq 


Wasserzusatz fihrte innerhalb der Versuchszeit zu einem An- 


stieg auf 0,416°/,. Die in reiner m/9- und m/18-Lésung von 4 


Natrium-, Kalium-, Ammonium- und Magnesiumsulfat erfol- 4 


gende Phosphorsiurevermehrung bleibt iiberall betrichtlich | 
hinter derjenigen im Wasser zuriick, am starksten in der m/9- 4 
Natriumsulfatlésung. . 

Das Verhalten der m/18-Lésungen ist bei allen Salzen | 
ein sehr ahnliches. Die Phosphorsiiurewerte schwanken nur 
zwischen 0,382°/, bei Magnesiumsulfat und 0,397°/, bei Kalium- 4 
sulfat, sind also kaum auBerhalb der Fehlergrenze der Be- © 
stimmung voneinander verschieden. E 

Bei gleichzeitiger Einwirkung von m/50-CaCl,-Liésung 7 
(Reihen 4 und 5) sind Natrium- und Ammoniumsulfat als 7 
Antagonisten des Calciums villig unwirksam. Die Ammonium- © 
sulfatversuche lassen eher sogar an eine geringe Begiinstigung _ 
der Kalkwirkung denken, da die in ihnen erhaltenen Werte 
noch etwas geringer sind als die in reiner m/50-CaCl,-Lésung 
gewonnenen. 

Mit Sicherheit la8t sich freilich die Unwirksamkeit der 
Natrium- und Ammoniumionen auch aus diesem Versuch nicht 


schlieBen, weil das Sulfation den Lactacidogenwechsel im | 


Sinne einer Behinderung der Spaltung beeinfluBt. 


m/9-Kaliumsulfatlésung ist maximal wirksam. Der er- : 


haltene Phosphorsiurewert 0,389°/, ist kaum geringer als der 
in reiner Kaliumsulfatlésung gewonnene von 0,391°/,. Auch | 
m/18-Kaliumsulfat ist noch ganz deutlich wirksam (0,289°/,), — 
wenngleich weitaus schwiicher als die m/9-Lésung. | 
m/9-Magnesiumsulfatlésung, die in bezug auf den Kationen- 
gehalt unmittelbar mit m/18-Kaliumsulfatlésung vergleichbar 
ist, erweist sich als stirker wirksam als die letztere Lisung 
(0,325 gegen 0,289°/,). Hingegen ist sie schwacher wirksam 
als die m/9-Kaliumsulfatlésung (0,389°/,). m/18-Magnesium- 
sulfatlésung ist genau so wirksam wie die m/9-Lisung. Beide 
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Lésungen vermégen das Auftreten einer Lactacidogensynthese 





unter der Kalkeinwirkung zu verhindern. Dariiber hinaus er- *° if 
méglichen sie noch eine geringe Phosphorsiiureabspaltung, die i 

| freilich nicht annahernd so groB ist wie die in den kalkfreien : 
) Magnesiumsulfatlésungen erfolgende. : 
Zusammenfassung. , 

1. Die im lebensfrischen Froschmuskelbrei durch Zusatz { ‘ 

von m/50-CaCl,-Lésung verursachte Uberfiihrung von anorga- iq 

~ nischer Phosphorsiiure in organische Bindung, offenbar in Lac- i 
_ tacidogen, kann durch Natrium-, Kalium-, Ammonium- und yl 


Magnesiumchlorid mehr oder weniger vollstindig gehemmt 





4 werden. 2 
4 2. Weitaus am wirksamsten ist das Magnesiumchlorid. i @ 
_ Es vermag bei Verwendung der oben genannten Calcium- : ; 
 konzentration noch in m/243-Lisung eine deutliche Synthesen- 7 
| 7 hemmung herbeizufiihren. Die maximale Wirksamkeit liegt | 
' bei m/27. Es erweist sich also von den untersuchten Kationen 4a 
- | als der fraglos stirkste Antagonist des Calciums. 
7 3. Demnichst am wirksamsten sind wohl das Kalium- 
- | und das Ammoniumchlorid. Das Kaliumchlorid ist dem 
¥ Ammoniumchlorid anscheinend etwas tberlegen. 
7 4, Am geringsten ist die Wirksamkeit des Natriumchlorids. 
; 5. Verwendet man statt Chloridlésung Sulfatlésung, so : 
| || verschwindet die antagonistische Wirkung des Natriums und , 


_ des Ammoniums vollig oder nahezu vollig, wihrend sie beim 
» Kalium und in noch héherem Mafe beim Magnesium erhalten 
3 bleibt. Hieraus wird geschlossen, daB an den geschilderten 
_ | Wirkungen des Natrium- und des Ammoniumchlorids das 
q Chlorion in hohem MaBe mitbeteiligt ist, wihrend die Anionen- 
‘ » wirkung beim Kalium- und Magnesiumchlorid gegeniiber der De 
_ Kationenwirkung zuriicktritt. 4 
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Uber die Wirkung von Natriumchlorid und Natriumbromid | ;, 
auf die Lactacidogensynthese durch Calciumionen. is 

Von | I 

Gustav Embden, Margarete Kahlert und Hermann Lange. oh 

Mit 6 Figuren im Text : } 

§ 

(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt. ] 


(‘Der Redaktion zugegangen am 15. August 1924.) 


§ 

In einer gréBeren Reihe von Untersuchungen aus dem | : 
hiesigen Institut konnte gezeigt werden, da8B Ionen, Anionen und |! 
Kationen, unter den verschiedenartigsten Versuchsbedingungen — ( 
den Lactacidogenwechsel in der Muskulatur beherrschend be- | 
einflussen. Bald auBert sich dieser Ioneneinflu8 in maximaler |‘ 
Beschleunigung der fermentativen Lactacidogenspaltung, bald |’ 
tritt gerade die umgekehrte Wirkung, d.h. stairkste Lactacidogen- © 
synthese ein.+) : 

Bei der Untersuchung verschiedener Anionen ordneten | 
sich diese im wesentlichen nach ihrer Stellung in der lyotropen } 
Reihe, wobei die quellungsteigernden Ionen spaltungsbeschleu- q 
nigend, die quellungvermindernden synthesebegiinstigend wirkten. © 
Nicht anders verhielten sich im groBen und ganzen die Kationen. ' 

Auf die theoretischen SchluBfolgerungen, die aus diesen ” 
Untersuchungen, namentlich im Zusammenhang mit friheren 








1) Embden, Vortrag auf dem XI. Internationalen Physiologen- 7 
Kongre8 in Edinburg 1928, siehe den Bericht iiber diesen KongreB, — 4 
Embden, Naturwissenschaften S. 985 (1923). — Embden u. Lehnartz, © 
Diese Zs. Bd. 134, S. 248 (1924). — Lange, Diese Zs. Bd. 187, S. 105 | 
(1924). — Embden u. Haymann, Diese Zs. Bd. 137, S. 154 (1924). — © 
Emmrich u. Lange, Diese Zs. Bd. 141, S. 242 (1924); siche ferner auch | 
Deuticke, Diese Zs, Bd. 141, S, 196 (1924). 4 
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‘Untersuchungsergebnissen von Carl Schwarz?) sowie von 
‘Embden und Lange?) gezogen wurden, soll hier nicht naher 
 eingegangen werden. Nur daran sei erinnert, daB auch der 
Lactacidogenwechsel in der lebenden Muskulatur insbesondere 
die Lactacidogenspaltung im Augenblick der Zuckung und die 
\Resynthese dieser Substanz im Anschlu8 an die Zuckung auf 
‘lionale Ursachen zuriickgefiihrt wurde. Unter der Voraus- 
‘setzung, daB in einer plétzlich eintretenden Siurebildung aus 
‘Lactacidogen die Ursache der Kontraktion, in der Wieder- 
‘beseitigung der Siure die Ursache der Erschlaffung des 
Muskels zu erblicken ist, wird nach den eben erwihnten Vor- 
‘stellungen also der jeweilige funktionelle Zustand der Musku- 
‘latur auf ionalem Wege geregelt. 

| Fast alle bisher angefiihrten Untersuchungen beschrankten 
‘sich darauf, die Wirkung eines Salzes — meist in ver- 
‘schiedenen Konzentrationen — auf den Lactacidogenwechsel 
j2u untersuchen. Wenn hierbei auch die vorher genannten 
GesetzmiBigkeiten im ganzen aufs deutlichste in Erscheinung 
Jtraten, so wurden doch gelegentlich Abweichungen von dem zu 
-Jerwartenden Verhalten bestimmter Ionen beobachtet, so z. B. 
Jzeigte sich bei einem Vergleiche der spaltungbegiinstigenden 
| Wirkungen des Natriumrhodanids, -jodids, -bromids, -nitrats 
jund -chlorids in Versuchen an verschiedenem Material nicht 
jimmer das Rhodanid am stiarksten, das Chlorid am wenigsten 
jwirksam und auch bei Verwendung des gleichen Materials 
verschob sich die relative Wirkungsstiirke verschiedener Anionen 
imit dem Wechsel ihrer Konzentration. 
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| Embden und Lehnartz duBerten die Vermutung, dab 
‘die an verschiedenem Muskelmaterial festgestellten Unterschiede 
7in der lonenwirkung unter anderem durch einen von vornherein 

verschiedenen Ionengehalt der Muskulatur bedingt sein kénnten. 
7 Sie nahmen also an, daB die so oft beobachtete gegenseitige 
> Beeinflussung der Wirkung verschiedener Jonen auch fiir den 





; 1) Carl Schwarz, Pfliigers Arch. Bd. 117, S. 161 (1907). 
; *) Embden u. Lange, Festschrift fiir Albrecht Kossel, Diese 
1 Zs. Bd. 180, S. 350 (1923). 
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in Frage kommenden Vorgang des fermentativen Lactacidogen- | 


abbaus und -aufbaus von Bedeutung wire. 


Die gegenseitige Beeinflussung verschiedener gleichzeitig | 
zugesetzter Ionen wurde alsdann von Emmrich und Lange | 
festgestellt.1) Sie setzten bei ihren Versuchen zum Muskelbrei | 


<8 


auBer Calciumchlorid in einer zu starker Synthese fihrenden | 
Lésung die Chloride und auch die Sulfate des Kaliums, des | 


Natriums, des Ammoniums und des Magnesiums in wechselnder < 
Konzentration hinzu und beobachteten hierbei, daB von den | 
genannten Kationen dem Magnesium weitaus die starkste a 
antagonistische Wirkung gegeniiber der Lactacidogensynthese © 
durch Calcium zukommt. Diese antagonistische Wirkung trat | 
nicht nur an Magnesiumchlorid sondern auch an Magnesium- |~ 
sulfatlésungen aufs deutlichste in die Erscheinung, wihrend | 
die weitaus geringere synthesehemmende Wirkung des Natrium- 7 
chlorids verschwand oder doch stark verringert wurde, als statt 7 
dessen Natriumsulfat zur Anwendung gelangte. Wahrend also © 
bei den verwendeten Magnesiumsalzen fiir den beobachteten © 
Antagonismus in der Hauptsache das Magnesium verantwort- 7 
lich gemacht werden mubte, war an der synthesehemmenden 


Wirkung des Natriumchlorids sicherlich das Anion wesentlich 
mitbeteiligt. 


Auch die vorliegende Untersuchung beschiaftigt sich mit 7 
der Beeinflussung der unter Calciumwirkung im Muskelbrei 7 
eintretenden Lactacidogensynthese durch Zusatz anderer Jonen. © 
Wir haben uns darauf beschrinkt, zwei verschiedene Ionen in 7 
ihrer EKinwirkung auf die genannte Synthese zu priifen, das | 
Chlorion und das Bromion, die beide in Form ihrer Natrium- | 
salze zur Verwendung gelangten. Wir verglichen gerade dic | 
Wirkung des Chlorids und des Bromids miteinander, weil es | 
—— im Gegensatz zum Verhalten anderer anorganischer Ionen — | 
gelingt, durch linger fortgesetzte Zufuhr von Bromiden den | 
Organismus mit Bromionen unter entsprechender Verdrangung — 
der Chlorionen anzureichern und weil dieser Vorgang thera- | 


peutisch bedeutungsvoll ist. 





') Emmrich u. Lange, Diese Zs. Bd. 141, 8. 242 (1924). 
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Methodik. 


Die Methodik unserer Versuche war ganz die in einer 


') Reihe fritherer Arbeiten angewendete und wir verweisen fiir 


alle Kinzelheiten der Versuchsanordnung auf die oben er- 
wihnten Arbeiten von Embden und Lehnartz sowie von 
Lange. 


Stets wurde auBer der A- und B-Bestimmung ein Ansatz 


"> unter einfachem Wasserzusatz ausgefiihrt, welcher unter genau 


den gleichen Bedingungen wie die Versuche mit Ionen, d. h. 


ed Ss ee 


4 bei der gleichen Temperatur und wahrend der gleichen Zeit, 


stehen blieb. Alle iibrigen Einzelansitze wurden unter Zusatz 


_von Calciumchlorid ausgefiihrt, wobei innerhalb eines Gesamt- 


versuches die Calciumchloridkonzentration stets die gleiche war. 


-— Zu jedem Kinzelversuch wurde annahernd 1 g Muskelbrei ver- 
wendet, der entweder rasch auf der Uhrschale abgewogen und 


dann verlustlos in ein Gliischen mit 5 ccm der jeweiligen Lésung 
~ versenkt und durch vorsichtiges Schiitteln in ihr verteilt wurde 


Bb ort sas 


oder wir verfuhren so, daB Mengen von annaihernd 1 g ab- 


geschitzt und in mit 5 ccm Fliissigkeit beschickte Glaschen 
‘seingebracht wurden, ohne daB die Fliissigkeit sie zunichst 
Sbenetzte. Dann wurde fast gleichzeitig in allen Versuchen der 


Muskelbrei in die Flissigkeit versenkt und seine Menge als 
Differenz der nunmehr vorgenommenen Wagung und einer 


Vorwagung der die Versuchsfliissigkeit enthaltenden Glischen 


ermittelt. 

Hiner der Einzelversuche wurde einfach mit wiBriger 
Calciumchloridlésung angestellt, wihrend die anderen Ansitze 
auBer der gleichen Calciummenge Natriumchlorid oder Natrium- 
bromid in fallenden Konzentrationen enthielten. Die Versuchs- 


jdauer schwankte zwischen 60 Minuten und 21/, Stunden, die 


+ Versuchstemperatur nur zwischen 16 und 17°. Die verwendeten 


> Frésche waren ausschlieBlich Temporarien; alle Versuche 
Jwurden im November und Dezember 1923 ausgefiihrt. Die 


gravimetrische Bestimmung der anorganischen Phosphorsiure 
als Strychninphosphormolybdat wurde an den nach Schenck 


gefallten Fliissigkeiten, die stets nach der Fallung 16—20Stdn. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLI. 18 
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stehen blieben, ganz in der im hiesigen Institut tiblichen | 
Weise vorgenommen (siehe auch hieriiber die mehrfach er- | 
wihnte Arbeit von Embden und Lehnartz). 


Versuchsergebnisse. | 

In Versuch 1, Fig. 1 (Nr. X des Prot. 6. 12. 23) betrug 
der Anfangswert der Phosphorsiure 0,369°/, des Muskelbreis. 
(Siehe Stab A, in dessen Hiéhe eine ausgezogene Horizontale | 


Versuch 7 Fig. t, 
Jemperatur 77° Versuctisdauer 60 Mimulen 





U6erall Ca Cy % 








TE I | 








ANNANNANNANNANANAAAAAAAANARARERRNY ALAN 








ANYAANAAAAANANAAAAAARRAARARRARAAAY 





AWAY 






































369% ov2 G32 O78 0299 Q308 Q2e? 


eingezeichnet ist.) Die Vermehrung der Phosphorsaure unter | 
den Bedingungen der B-Bestimmung ist sehr geringfiigig; 7 
vielleicht war die Lactacidogenspaltung unvollkommen.') Nach 7 
istiindigem Stehen mit Wasser bei 17° trat in diesem Falle | 
keine Phosphorsiureabspaltung ein. Zusatz von m/250-Calcium- | 
chlorid fihrt zu einer starken Lactacidogensynthese (Vermin- | 
derung der anorganischen Phosphorséure auf 0,138°/,). : 

In den siimtlichen iibrigen Ansaétzen wurden auBer Calcium- 
chlorid, das stets in einer Konzentration von m/250 verwendet 7 
wurde, abfallende Mengen von Natriumchlorid oder Natrium- | 
bromid in der Zusatzfliissigkeit gelést. Die rechts von dem | 
Versuch mit reinem Calciumchlorid dargestellten Ergebnisse sind | 





') s. Embdenu. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, 8. 268 (1924), Ver- | 
such 19, sowie namentlich Deuticke, Diese Zs. Bd. 141, S. 196 (1924). | 





























nD 
[= 


le 


re | 


). | 


Uber die Wirkung von Natriumchlorid und Natriumbromid usw. 259 


daher auf diesen zu beziehen, und in der Hohe des im ein- 
fachen Calciumchloridversuch gefundenen Phosphorsauregehaltes 
ist eine gestrichelte Linie eingezeichnet. Die starkste Liésung 
war m/1,2, die darauf folgenden m/3,6, m/10,8, usw. bis m/97,2. 
Die Stabe, die den Phosphorsiuregehalt nach Natriumchlorid- 
einwirkung angeben, sind wei gehalten, jene nach Kinwirkung 
von Natriumbromid quer schraffiert. 

Man sieht, daB der Zusatz beider Salze ein betrachtliche 


» Hemmung der durch Calciumchlorid in reiner wabriger Lésung 


verursachten Synthese hervorrief. In der stirksten Lésung 
war das Bromid in seiner antagonistischen Wirkung gegeniiber 
dem Calcium dem Chlorid erheblich iiberlegen, auch bei der 
Konzentration m/3,6 und m/10,8 wirkte das Bromid starker 


) spaltungbegiinstigend als das Chlorid, wenngleich der Unter- 


schied hier erheblich geringer ist. Bei der Konzentration von 
m/32,4 ist umgekehrt das Chlorid deutlich stirker wirksam 
als das Bromid und auch der Versuch mit m/97,2 zeigt eine, 
wenn auch nur wenig iiberlegene Wirkung des Chlorids. 


Versuch 2. Fiz. 2 
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Ahnlich verlief Versuch 2, Fig. 2 (Nr. IV des Prot. 21. 11. 28), 


der ebenfalls mit m/250-Calciumchlorid angestellt wurde, In 
# allen Lésungen von m/1,5 bis m/40,5 fthrt das Bromid zu 
stirkerer Verminderung der ,,Calciumsynthese“, wobei der Unter- 


18* 
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a 


schied in der Wirkung beider Salze in m/4,5 freilich un- 4 
betrichtlich ist. Bei der schwichsten Konzentration von m/121,5 § 
ist hingegen das Chlorid noch erheblich wirksam, wihrend 
das Bromid keine erkennbare Synthesehemmung ergibt. 


Versuch 3. Fig. 3 
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In Versuch 3, Fig. 3 (Nr. VI, des Prot. 28. 11. 23) wurde | 
m/50-Calciumchloridlésung angewendet. Die hier sehr betriicht- 7 
liche Lactacidogensynthese (Absinken der Phosphorsiure von | 
0,815 auf 0,124) wird durch die drei stirksten Liésungen von | 


Natriumchlorid und Natriumbromid wieder gehemmt, wobei 4 


die héchste Konzentration am wirksamsten und das Bromid | 
iiberall dem Chlorid iiberlegen ist. In m/82,4 Lésung iibt zwar © 
das Chlorid noch deutliche Spaltungsbegiinstigung aus, das _ 
Bromid hingegen fihrt zu ganz betrichtlicher Verstirkung der | 
unter der Einwirkung von reinem Calciumchlorid erfolgenden — 
Synthese. Bei der Konzentration m/97,2 schlieBlich ist die | 
spaltungsbegiinstigende Wirkung des Chlorids nur noch ganz j 
geringfiigig, die synthesebegiinstigende des Bromids eher noch — 
etwas stirker als bei der vorangehenden Konzentration. : 

Ein weiterer Versuch (Vers. 4), in dem Bromid in stirkerer ~ 
Lésung der unter der Einwirkung von m/50-Calciumchlorid | 
erfolgenden Synthese entgegen wirkt, in schwiacherer sie be- 
giinstigt, ist in Fig. 4 (Nr. VII des Prot. 1. 12. 23) dargestellt. — 
Das Verhalten des Chlorids wurde hier nicht untersucht. 
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. § In den bisher besprochenen Versuchen erwies sich stets 
5 ™ in héher konzentrierten Lésungen das Bromid als starkerer 


d | Versuch 4. Fig. ¥ 
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Antagonist des Calciums. Das ist anders in Versuch 5, Fig. 5 
» (Nr. II des Prot. 20. 11. 23), wo auch in den héchsten Kon- 
4 ) zentrationen die antagonistische Wirkung des Chlorids jener 
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d ~ des Bromids, das iiberall eine auffillig schwache Wirksamkeit 
.. | zeigt, iiberlegen ist. Die Versuche mit Lésungen von m/291,6 
t, | beider Salze unterscheiden sich in ihren Ergebnissen nicht von 
denjenigen mit reinem Calciumchlorid. 
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schied in der Wirkung beider Salze in m/4,5 freilich un- 
betrachtlich ist. Bei der schwichsten Konzentration von m/121,5 
ist hingegen das Chlorid noch erheblich wirksam, wiahrend 
das Bromid keine erkennbare Synthesehemmung ergibt. 


Versuch 3. Fig F 
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In Versuch 3, Fig. 3 (Nr. VI des Prot. 28. 11.23) wurde 
m/50-Calciumchloridlésung angewendet. Die hier sehr betricht- 
liche Lactacidogensynthese (Absinken der Phosphorsiiure von 
0,815 auf 0,124) wird durch die drei stirksten Liésungen von 
Natriumchlorid und Natriumbromid wieder gehemmt, wobei 
die héchste Konzentration am wirksamsten und das Bromid © 
iiberall dem Chlorid iiberlegen ist. In m/32,4 Lésung tibt zwar © 
das Chlorid noch deutliche Spaltungsbeginstigung aus, das ~ 
Bromid hingegen fiihrt zu ganz betrachtlicher Verstirkung der 
unter der EKinwirkung von reinem Calciumchlorid erfolgenden 
Synthese. Bei der Konzentration m/97,2 schlieBlich ist die 
spaltungsbegiinstigende Wirkung des Chlorids nur noch ganz 
geringfiigig, die synthesebegiinstigende des Bromids eher noch 
etwas stirker als bei der vorangehenden Konzentration. 

Kin weiterer Versuch (Vers. 4), in dem Bromid in stirkerer 
Lésung der unter der Einwirkung von m/50-Calciumchlorid 
erfolgenden Synthese entgegen wirkt, in schwicherer sie be- 
giinstigt, ist in Fig. 4 (Nr. VII des Prot, 1. 12. 23) dargestellt. 
Das Verhalten des Chlorids wurde hier nicht untersucht. 
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In den bisher besprochenen Versuchen erwies sich stets 
in héher konzentrierten Lisungen das Bromid als starkerer 


Versuch 4. Fig. + 
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Antagonist des Calciums. Das ist anders in Versuch 5, Fig. 5 
(Nr. III des Prot. 20. 11. 23), wo auch in den héchsten Kon- 
zentrationen die antagonistische Wirkung des Chlorids jener 


Versech S. Fig. $. 
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des Bromids, das tiberall eine auffaillig schwache Wirksamkeit 
zeigt, iberlegen ist. Die Versuche mit Lisungen von m/291,6 
beider Salze unterscheiden sich in ihren Ergebnissen nicht von 
denjenigen mit reinem Calciumchlorid. 
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Ganz anders wiederum verlief Versuch 6, Fig. 6 (Nr. V des % 
Prot. 26. 11. 28) der freilich mit einer viel schwicheren Calcium- 7 
chloridlésung (m/1250), die nur zu geringfiigiger Synthese | 
fihrte, angestellt wurde. Die starken Konzentrationen der — 
beiden Natriumsalze zeigen hier ahnlich wie in den Versuchen = 


Ve F2. 
Jamperatur 7° Zetseclsdaxer 80 Mrinylee. 
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1, 2 und 8 eine stirkere Synthesehemmung fiir das Bromid, } 
wobei mehrfach der unter Einwirkung der Natriumhalogenide — 
erreichte Phosphorsiurewert den A-Wert iiberschreitet. In © 
m/13,5 ist das Chlorid stirker wirksam als das Bromid. Dieses 
Verhalten kehrt sich aber wieder um bei den schwichsten | 
Konzentrationen (m/40,5 bis m/121,5) in denen das Chlorid nur | 
ganz schwach, das Bromid hingegen recht erheblich wirksam ~ 
ist, wobei in m/40,5 das Maximum seiner antagonistischen _ 
Wirkung gegen das Calcium zur Beobachtung kommt. 

Aus den besprochenen 6 Versuchen geht hervor, dab | 
Zusatz von Natriumchlorid und Natriumbromid der unter der — 
Kinwirkung von wiaBriger Calciumchloridlésung im lebens- ~ 
frischen Muskelbrei erfolgenden Lactacidogensynthese stark — 
entgegenwirkt. Ein gesetzmaBiger Unterschied im Verhalten ~ 


beider Natriumhalogenide ist hierbei nicht erkennbar. In drei | 


von den fiinf einen Vergleich zwischen beiden Salzen ge- 
stattenden Versuchen erwies sich in stérkeren Konzentrationen | 
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das Bromid dem Chlorid, in schwicheren umgekehrt das Chlorid 
dem Bromid iiberlegen (Versuche 1, 2 und 3). In einem vierten 
Versuch (Versuch 5) hingegen zeigte das Chlorid auch in der 
héchsten angewandten Konzentration (m/1,2) einen weit starkeren 
Antagonismus gegeniiber dem Calciumsalz als das Bromid. In 
diesem Versuch war die Bromidwirkung itiberhaupt auffallig 
schwach ausgepriigt. In 2 Versuchen (Versuche 3 und 4) kehrte 
sich mit fallender Konzentration die Bromidwirkung um, derart, 
daB in den zwei schwichsten in Versuch 3 angewandten Bromid- 
lésungen und in der schwachsten in Versuch 4 benutzten die 
durch Calciumchlorid hervorgerufene Lactacidogensynthese ver- 
starkt wurde, namentlich in Versuch 3 in ganz erheblichem 
MaBe. Wieder ganz anders verlief Versuch 6, dessen Ergebnis 
beziiglich der héheren Konzentrationen etwa denen der Ver- 
suche 1, 2 und 8 entsprach. Anders wie in diesen Versuchen 
und namentlich im stirksten Gegensatz zu den Versuchen 3 
und 4 erreichte die spaltungbegiinstigende Wirkung des 
Bromids ihr Maximum erst bei m/40,5 und war bei dieser 
Konzentration ebenso wie bei m/121,5 erheblich gréBer als die 
des Chiorids. 

Die von Versuch zu Versuch verschiedenartige Einwirkung 
des Natriumchlorids und des Natriumbromids auf den an sich 
so regelmiBigen Verlauf der Lactacidogensynthese durch Calcium- 
chlorid l4Bt sich von vornherein natiirlich nur so erkliren, 
da8 von Fall zu Fall die Versuchsbedingungen verschiedene 
waren. Zum Teil mégen die beobachteten erstaunlichen Unter- 
schiede in den Ergebnissen auf Verschiedenheiten in der iuBeren 
Versuchsanordnung (verschiedene Konzentrationen der Calcium- 
chloridlésungen, verschiedene Dauer der Versuche) zuriickzu- 
fihren sein. Doch diirfte in diesen willkirlich vorgenommenen 
Variationen der Versuche keineswegs die einzige, ja nicht einmal 
die wesentlichste Ursache der auffilligen Differenzen in den 
Ergebnissen zu erblicken sein. Weit wahrscheinlicher erscheint 
es uns, daB von vornherein vorhandene, an sich geringfigige 
Verschiedenheiten in der Beschaffenheit des Materials mit- 
spielten, insbesondere vielleicht gerade auch Unterschiede in 
der Ionenmischung. 
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Wenn wirklich durch solche von vornherein vorhandene 
Unterschiede die Wirkung zugesetzter Ionen aufs stirkste ab- 
geindert, ja in ihr Gegenteil verkehrt werden kann, so diirfte 
einem derartigen Verhalten iiber die Grenze des in der vor- 


liegenden Arbeit behandelten Gebietes hinaus biologische Be- 
deutung zukommen. ') 








1) DaB sogar die iiberaus starke synthesebegiinstigende Wirkung 
des Fluorids durch ungewéhnliches Verhalten des Materials in eine 


syntheseabschwichende umgewandelt werden kann, dafiir liefert der oben ™ 
erwibnte Versuch 19 von Embden u. Lehnartz den Beweis. 

































Uber das Tatigkeitsmilchsiuremaximum verschiedener 
Froschmuskeln. 


Von 


Herbert Hentschel. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1924.) 


In einer aus dem hiesigen Institut veréffentlichten Unter- 
suchung von H. Behrendt?) wurde der Nachweis versucht, daB 
die charakteristischen Unterschiede in der Leistungsfahigkeit 
zweier bestimmter Froschmuskeln — des Gastrocnemius und des 
Semimembranosus — im wesentlichen bedingt sind durch die ver- 
schieden starke Ausbildung membranartiger Muskelfasergrenz- 
schichten. Die schon seit lingerer Zeit bekannte Befihigung 
des Semimembranosus zu rascherer Zuckung wurde ebenso 
wie zwei weitere von Biirker?) festgestellte wichtige Unter- 
schiede in der Funktion der eben genannten Muskeln, namlich 
der gréBere Wirkungsgrad des Semimembranosus und die 
gréBere Dauerleistungsfahigkeit des Gastrocnemius auf die 
stirkere Ausbildung der  ,,Muskelfasergrenzschichten“ bei 
letzterem Muskel zuriickzufiihren gesucht. 

Die schon seit lingerer Zeit bekannte Abhingigkeit der 
Dauerleistungsfahigkeit eines Muskels von seinem Sarkoplasma- 
reichtum und die Tatsache, da8 der Restphosphorsiure- und 





1) H. Behrendt, Diese Zs, Bd. 118, S. 123 (1922). 
*) K. Biirker, Pfliigers Arch. Bd. 116, S. 77 (1907); Bd. 174, 
S, 820 (1919). 


OD ines BMG CPE RPE E TI 5 


ote 


eet taht oh ete eB re means 


266 Herbert Hentschel, 


Cholesteringehalt}) verschiedener Muskeln mit ihrem Sarko- — 
plasmareichtum und ihrer Dauerleistungsfihigkeit parallel — 
gehen, fihrten Embden und Lawaczeck’) zu der Anschauung, ~ 
daB die fir die Funktionsart eines Muskels so wichtigen | 
membranartigen Muskelfasergrenzschichten mit dem Sarko- | 
plasma identisch sind. 

In einer weiteren Arbeit von Embden und Lange?) | 
wurde zu zeigen versucht, da8 als Ort der Muskelatmung das 
Sarkoplasma anzusehen wire, dessen verschiedener Kolloid- 
zustand von den eben genannten Autoren fiir die GréBe des 
jeweiligen Sauerstoffverbrauchs des Muskels verantwortlich ge- 
macht wurde derart, daB bei einem bestimmten Quellungs- 
zustande der sarkoplasmatischen Grenzschichten das Maximum 
der Atmung erreicht wird. 

Zahlreiche, in den letzten Jahren gefundene Tatsachen, 
so vor allem die Feststellung Meyerhofs*), daB unter ge- 
wohnlichen Bedingungen der respiratorische Quotient des 
Muskels gleich 1 ist, sowie der von Fletcher und Hopkins‘) 
erhobene Befund, daB bei der Erholung des Muskels in 
Sauerstoff Milchs’ure verschwindet, wobei sie nach den Fest- 
stellungen Meyerhofs*) nur zum kleineren Teil verbrennt, 
zum gréBeren Teil, ganz entsprechend einer friiher von Embden 
ausgesprochenen Vermutung, zu Kohlehydrat resynthetisiert wird, 
welsen im Zusammenhang mit der eben erwdhnten Arbeit 
von Embden und Lange darauf hin, daB als Ort der Milch- 
siureverbrennung im Muskel und des mit ihr engverkniipften 
Wiederaufbaues von Milchsiure zu Kohlehydrat eben das 
Sarkoplasma anzusehen ist. 

Da8B auch bei der anaeroben Tiatigkeit des Muskels die 
an den Verkiirzungsorten (aHer Wahrscheinlichkeit nach in 
den Fibrillen) gebildete Milchsiure an besondere Erholungsorte 





1) G. Embden und H. Lawaczeck, Diese Zs. Bd. 125, 8. 199 
(1923); Lawaeczeck, Diese Zs. Bd. 125, 8. 210 (1923). 

*) G- Embden und H. Lange, Diese Zs. Bd. 125, S. 258 (1928). 

5) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 175, Heft '/,, 8. 34 (1919). 

‘) Fletcher u. Hopkins, J. of Physiol. Bd. 85, 8. 247 (1906). 

5) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 185, Heft */,, S. 21 (1020). 
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fortgeschafit wird, und daB diese Erholungsorte eben im Sarko- 
plasma zu suchen sind, ist eine wohl zuerst von Meyerhof 
geiuBerte Vermutung. 

Wird ein Froschmuskel bis zur volistiindigen oder an- 
nihernd vollstindigen Ermiidung gereizt, so nimmt bekanntlich 
sein Milchsiuregehalt auBerordentlich stark zu. Fletcher 
und Hopkins’), welche sich ausschlieBlich tetanischer Reize 
bedienten und ihre Versuche an ganzen Froschschenkeln vor- 
nahmen, fanden, daB unter den verschiedensten Versuchs- 
bedingungen bei ermiidender Reizung immer ein 4&hnliches 
Maximum der Milchsiurebildung erreicht wurde.  Freilich 
konnte spiter Meyerhof?) zeigen, da8 die Konstanz dieses 
Milchsiuremaximums doch keine vollstindige ist und da8B es in 
charakteristischer Weise von der Art der Reizung abhingt. 
Er stellte naimlich fest, daB bei Verwendung von Einzelreizen 
ein wesentlich héheres Milchsiuremaximum erreicht wird als 
bei tetanischer Ermiidung. 

Wenn wirklich das Sarkoplasma als der Ort angesehen 
werden darf, an dem sich nach der Verkiirzung des Muskels 
die Milchséiure anhauft, so lag es nahe, an eine Abhingigkeit 
des Milchsiuremaximums verschiedener Muskeln ein und des- 
selben Tieres vom Sarkoplasmagehalt zu denken, wobei von 
vornherein ein gréBeres Milchsdéurebildungsvermégen des sarko- 
plasmareicheren Muskels als wahrscheinlich erschien. 

Auf Veranlassung von Prof. Embden habe ich in der 
vorliegenden Untersuchung die Frage nach der Abhingigkeit 
des Tatigkeitsmilchsiuremaximums vom Sarkoplasmareichtum 
der untersuchten Muskeln einer experimentellen Prifung unter- 
zogen. 

Methodik. 

Auf den Ergebnissen der eingangs erwdhnten Arbeiten 
von H. Behrendt sowie von Lawaczeck fuBend, verwendete 
ich als sarkoplasmareicheren Muskel den Gastrocnemius, als 
sarkoplasmaarmeren den Semimembranosus. Die Versuche 





1) Fletcher u. Hopkins, J. of Physiol. Bd. 35, 8. 247 (1906). 
*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd, 182, 8. 247 (1920). 
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wurden teils an Temporariern, teils an Eskulenten und Kréten 
ausgefiihrt. Zu jedem Versuch wurden angesichts der starken 
individuellen Schwankungen des Milchsiuremaximums nur die 
Muskeln ein und desselben Tieres verwendet, die unmittelbar 
nach der Dekapitation unter miéglichster Vermeidung von 
Reizung prapariert und an Platinelektroden aufgehingt wurden, 
von denen die untere fest, die obere mit einem Schreibhebel 
verbunden war. Die Muskeln wurden zur Vermeidung der 
Austrocknung in Kopyloffsche GefiBe versenkt, deren Kihl- 
mantel mit Wasserleitungswasser von etwa 14°C durchstrémt 
wurde. Am Boden des Kopyloffschen GefiBes befand sich 
etwas Ringerlésung, die obere GefiBéffnung wurde mit sorg- 
faltig feucht gehaltenem Filtrierpapier bedeckt, um jegliche 
Austrocknung der Muskeln zu verhindern. 

Eine Schwierigkeit lag in der bei gleicher Belastung und 
gleichartiger Reizung erheblich rascheren Ermiidbarkeit der 
Semimembranosi. Ein wenigstens annahernd gleichzeitiger 
Kintritt der Ermiidung beider Muskeln erschien erwiinscht 
und wurde durch verschieden starke Belastung erreicht. Die 
Belastung des Gastrocnemius betrug stets 25 g, die des Semi- 
membranosus war nur !/, so groB. Ganz wurde unter diesen 
Umstinden der Unterschied im Zeitpunkte des Eintritts volliger 
Erschépfung beider Muskeln freilich nicht ausgeglichen, viel- 
mehr yersagten die Semimembranosi stets etwas friiher als die 
Gastrocnemii. 

Die Reizung der Muskeln erfolgte durch Kinzelinduktions- 
schlige, welche mittels eines Metronomunterbrechers ohne Ab- 
blendung der SchlieBungszuckung erzeugt wurden. Die Zahl 
der Schlige betrug 55 pro Minute. Der Rollenabstand war von 
vornherein so gewahblt, da8 sicher maximale Zuckungen eintraten 
und wurde mit der allmahlichen Verringerung der Zuckungs- 
héhe schrittweise vermindert. Der Versuch wurde fiir jeden 
einzelnen Muskel in dem Augenblicke unterbrochen, in dem 
auch bei direkter Beobachtung des Muskels keinerlei Zuckung 
mehr erkennbar war. Die Unterbrechung geschah teils durch 
ZerstoBen des Muskels in fliissiger Luft, teils durch rascheste 
Zerschneidung auf eisgekiihlter Glasplatte und Versenken des 
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Muskelbreies in mit 6 ccm 4°/,iger Salzsiure beschickte Wage- 
glischen. Die zusammengehdrigen Muskeln wurden stets zu- 
sammen verarbeitet. Bei Verwendung von flissiger Luft 
wurde ganz in der von Embden und Lawaczeck!) angegebenen 
Weise verfahren, d. h. unmittelbar nach Abbruch der Reizung 
wurden die Muskeln in fliissige Luft geworfen, die zusammen- 
gehérigen Muskeln zusammen in einer mit fliissiger Luft be- 
schickten Reibschale zerstoBen und in Pulverform in vor- 
gewogene hohe, mit einem Schliffdeckel versehene Wigeglischen 
eingebracht, welche 6 ccm 4°/,iger Salzsiure enthielten. Ks 
wurde dafiir gesorgt, daB sogleich alle Muskelteilchen mit der 
Salzsiure in innige Beriihrung kamen, um so rasch wie 
méglich die zur weiteren Milchsiurebildung fiihrenden fermen- 
tativen Prozesse zu unterbrechen. Aus dem gleichen Grunde 
blieben die Wageglischen noch etwa 1/, Stunde in Eis stehen, 
alsdann wurden sie in den Wigeraum gebracht und, nachdem 
sie dessen Temperatur erreicht hatten, die verwandten Muskel- 
mengen durch eine zweite analytische Wiagung ermittelt. 
Nunmehr wurde die EnteiweiBung nach der Schenckschen 
Methode durch Hinzufiigen von genau 6 ccm Wasser und 
6cem 5°/,igem Quecksilberchlorid beendet. Nach griindlichem, 
wihrend der nichsten Stunden 6fter wiederholtem Umriihren 
mit diinnen Glasstiben blieben die Flissigkeiten iiber Nacht 
— mindestens etwa 12—14 Stunden — stehen und wurden 
alsdann zur Milchsiurebestimmung nach dem von Fiirth- 
Charnasschen Verfahren in der im hiesigen Institut tiblichen 
Weise verwendet. Die Durchfiihrung war in allen Punkten 
die gleiche, wie sie von Hirsch-Kauffmann?’) in einer vor 
kurzem verdffentlichten Arbeit geschildert wurde, nur erfolgte 
die oxydative Uberfiihrung der Milchsiure in Acetaldehyd noch 
nicht, wie in der erwihnten Arbeit angegeben wird, aus einem 
méglichst kleinen Fliissigkeitsvolumnen, sondern aus einem 
solchen von 150 ccm. 





1) G. Embden und H. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd. 127, S. 181 
(1922), 
*) H. Hirsch-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924). 
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Versuchsergebnisse. 


In der Tabelle I sind 13 Versuche wiedergegeben, die in 
der eben geschilderten Art an den Gastrocnemien und Semi- 
membranosi von Rana temporaria angestellt wurden. Die 
Ausfiihrung der Versuche fiel in die Zeit vom 8. Marz bis 
zum 16. April. Es handelte sich also um spite Winter- oder 
friihe Frihjahrstiere, die seit dem Herbst keine Nahrung auf- 
genommen hatten. Sie blieben, wie aus Reihe 2 hervorgeht, 
i1—17 Tage in Gefangenschaft. Reihe 3 gibt tiber die Tempe- 
ratur des die Kopyloffschen GefiBe umspiilenden Leitungs- 
wassers AufschluB. In den Reihen 4—7 ist angegeben, wieviel 
Minuten die einzelnen Muskeln bis zur vélligen Ermiidung in 
der oben geschilderten Art gereizt wurden. Man sieht, daB 
trotz der Minderbelastung der Semimembranosus stets etwas 
friiher erschépft war als der Gastrocnemius, was ganz der 
geringeren Dauerleistungsfahigkeit dieses Muskels entspricht. 
In Kolonne 8 ist angegeben, ob die Zerkleinerung durch Zer- 
stoBen in fliissiger Luft oder durch Zerschneiden auf eis- 
gekiihlter Glasplatte erfolgte. 

Von einer Wiedergabe der einzelnen analytischen Daten 
méchte ich absehen, sondern nur bemerken, dab die ver- 
arbeiteten Muskelmengen, je zwei Gastrocnemii und je zwei 
Semimembranosi, da ich stets mindestens mittelgroBe Tiere 
verwandte, beim Semimembranosus in der Mehrzahl der Fille 
nur wenig unter 1g, beim Gastrocnemius mit einer Ausnahme 
erheblich mehr als 1g betrugen. Die gefundenen absoluten 
Milchsiuremengen lagen beim Gastrocnemius stets, beim 
Semimembranosus in einer gréBeren Anzahl der Versuche 
tiber 3 mg, d.h. jener Menge, die nach den Ergebnissen der 
oben erwihnten Arbeit von Hirsch-Kauffmann mit einem 
durchschnittlichen Fehler von nur 5°/, (einem maximalen von 
10°/,) zu rechnen gestattet. In Reihe 9 und 10 ist der 
Milchséuregehalt fiir die verwendeten Gastrocnemii und Semi- 
membranosi in Prozenten der Muskulatur angegeben. Man 
sieht ohne weiteres, daB ausnahmslos der Gastrocnemius einen 
héheren Milchsiuregehalt als der Semimembranosus aufwies, 
die beobachteten Unterschiede in dem bei Hinzelreizung er- 
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haltenen Milchsiuremaximum liegen zum kleinen Teil (Ver- 
suche 1, 2,4 und 10) an sich in der Nahe oder gar innerhalb 
der Fehlergrenzen der Bestimmung, gréBtenteils sind sie weit 
auBerhalb dieser Fehlergrenze gelegen und der einsinnige Ver- 
lauf simtlicher Versuche léBt nicht den mindesten Zweifel 
dariiber, daB die zur vélligen Ermiidung fithrende LEinzel- 
reizung beim Gastrocnemius zu einem hdheren Milchsiéure- 
maximum fiihrt als beim Semimembranosus des gleichen Tieres. 

Das héchste Milchsiuremaximum fir die Gastrocnemii 
wurde in Versuch 9 mit 0,498°/, beobachtet, eine Zahl, die 
noch merklich hdher liegt, als der von Meyerhof}) am 
Gastrocnemius von Temporarien gefundenen hiéchste Wert 
(0,43°/,). Auch in simtlichen tibrigen Versuchen, mit Aus- 
nahme von Versuch 10, iiberschritt das von mir am Gastro- 
cnemius gefundene Milchsiuremaximum den von Meyerhof 
ermittelten Héchstwert. Ich lasse es unentschieden, ob dies 
an der Uberlegenheit der von mir angewandten Milchsiure- 
bestimmungsmethode oder an der Verschiedenheit des Materials 
liegt. Der Unterschied gegeniiber dem Meyerhofschen 
Werten wiirde iibrigens noch gréfer erscheinen, wenn ich die 
von mir gefundenen Werte entsprechend der von Hirsch- 
Kauffmann ermittelten durchschnittlichen FehlergréBe der 
Bestimmung um 5°/, erhéht hatte. Es sei noch erwihnt, daB 
die von mir verwandten Temporarien mit Ausnahme der Ver- 
suche 10 und 12 Mannchen waren. _ 

In Tabelle IT sind 4 Versuche an Eskulenten wieder- 
gegeben. Sie wurden um die gleiche Jahreszeit wie diejenigen 
an Temporarien angestellt. Die Dauer der Gefangenschaft 
kann nur fir die Versuche 14 und 16 angegeben werden, in 
denen Frésche aus der Frankfurter Gegend benutzt wurden, 
wihrend die Fangzeit fiir die bei den Versuchen 15 und 17 
verwandten bayrischen Frésche nicht festgestellt werden konnte. 
Das Milchsiuremaximum (Reihe 9 und 10) liegt in allen Fallen 
unter den an Temporarien ermittelten Werten, was mit den 
Befunden Meyerhofs’) iibereinstimmt. Auch hier bildete 





) O. Meyerhof, Pfliigers Arch, Bd. 182, S. 247, Tab. VIII (1920). 
*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 182, S. 247 (1920). 
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ausnahmslos der Gastrocnemius mehr Milchsiure als der Semi- ~ 
membranosus, wobei der prozentuale Unterschied im Milch- — 
siuregehalt im Versuch 16 (35°/,) ganz besonders stark ist 
und nur in Versuch 17 in der Nahe der Fehlergrenze der 
Bestimmung liegt. In den Versuchen 14 und 16 handelte es 
sich um weibliche, in den Versuchen 15 und 17 um minn- 
liche Tiere. 

Tabelle III gibt die an Bufo vulgaris erhaltenen Resultate 
wieder. Hier erscheint auffallig, da& die Semimembranosi 
zum Teil nicht, wie in simtlichen Versuchen an Temporarien 
und Eskulenten, friiher als die Gastrocnemii ermiideten, sondern 
annihernd gleichzeitig oder gar spiter (siehe Reihe 4—7). 
Namentlich ist das in den Versuchen 19 und 20 der Fall. 
Ebenso wie bei Temporarien und Eskulenten zeigt sich auch 
in den Kroétenversuchen am Gastrocnemius iiberall ein héheres 
Milchsiurmaximum, doch sind die Unterschiede in den Ver- 
suchen 18 und 22 nur sehr gering (3 und 4°/,) und an sich 
innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegen. Anderer- 
seits wurden in den Versuchen 20 und 21 die héchsten iiber- 
haupt beobachteten Unterschiede in dem Saurebildungsmaximum 
beider Muskeln gefunden. In diesem Versuch war auch fiir 
den Gastrocnemius der erreichte Milchsaiurewert (0,24 °/,) 
weitaus geringer als in irgendeinem anderen der bisher be- 
sprochenen Versuche. Vielleicht liegt darin ein Hinweis 
darauf, daB es sich um ein krankes Tier handelte. Ich werde 
auf diesen Versuch im AnschluB an die nunmehr zu be- 
sprechenden Untersuchungen an pankreasdiabetischen Fréschen 
zuriickkommen, 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle lV 
zusammengestellt. Simtliche Versuche wurden an ‘Temporarien 
vorgenommen und in jedem Einzelversuch die am pankreas- 
losen Tier erhobenen Befunde mit denen an einem Kontroll- 
tier verglichen. Dieses Kontrolltier stammte stets aus dem- 
selben Fang wie das operierte und wurde ebenso lange wie 
dieses und unter Verwendung der gleichen Menge Ather 
narkotisiert. Nach der Operation wurden beide Tiere in dem 
gleichen GefiB aufbewahrt, damit sie allen duSeren Ein- 
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wirkurgen in méglichst gleicher Weise ausgesetzt waren. Die 
Feststellung des Milchsiuremaximus am Gastrocnemius und 
am Semimembranosus in der oben geschilderten Weise erfolgte 
2—T7 Tage nach Vornahme der totalen Pankreasexstirpation. 
Durch Bestimmungen des Blutzuckers in dem aus den groBen 
Venen des Riickenmarks entnommenen Blute nach der Bang- 
schen Methode iiberzeugte ich mich davon, daB in allen 
Fallen bei dem pankreasexstirpierten Tiere ein weit gréBerer 
Blutzuckergehalt als bei dem Kontrolltier vorhanden war. In 
den Versuchen 25 und 26 ist der Blutzuckergehalt bei den 
Normaltieren wohl deswegen besonders niedrig, weil sie — 
ebenso wie natiirlich auch die pankreaslosen Tiere — etwa 
12—14 Stunden vor dem Versuch im Eisschrank aufbewahrt 
wurden. (Siehe Reihe 2b, in der ebenso wie in den iibrigen 
Vertikalreihen die an den pankreasexstirpierten Tieren er- 
mittelten Werte unterhalb der an den Kontrolltieren ge- 
fundenen angegeben sind). Aus den Reihen 4—7 geht hervor, 
daB die diabetischen Muskeln ausnahmslos friiher ermiideten 
als die entsprechenden Kontrollmuskeln, wobei der Unter- 
schied zum Teil ein recht betrichtlicher ist. 

Dem entsprechen die in den Reihen 9—10 niedergelegten 
Milchsiuremaxima an den Kontroll- und diabetischen Tieren 
vollkommen. Betrachten wir zunachst die Zahlen in Reihe 9, 
so sehen wir, da8 ausnahmslos der Gastrocnemius des pan- 
kreaslosen Tieres ein weitaus geringeres Milchsiuremaximum 
zeigte als der des Kontrolltieres. In Reihe 11b ist der Unter- 
schied zugunsten des Gastrocnemius des Kontrolltieres in Pro- 
zenten des an dem gleichen Muskel des pankreaslosen Tieres 
ermittelten Milchsiuremaximums angegeben. Man sieht, daB 
bis auf Versuch 24 dieser Unterschied ein sehr betrachtlicher 
war. Noch weitaus stirker tritt die Verringerung des Milch- 
siuremaximums bei Einzelreizung unter der Einwirkung vor- 
hergehender Pankreasexstirpation am Semimembranosus hervor, 
wie sich aus einem Vergleich der Reihen 11b und 11lc ohne 
weiteres ergibt. Es hatte also die Pankreasexstirpation am 
Semimembranosus zu einer erheblich stirkeren Verminderung 
des Milchsiuremaximums gefiihrt als am Gastrocnemius. Dem- 
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_entsprechend sind natiirlich die in Reihe 11a errechneten 
| Unterschiede in dem Milchsiuremaximum des Gastrocnemius 
/ und des Semimembranosus ein und desselben Tieres bei den 
| pankreasexstirpierten Fréschen ausnahmslos erheblich gréBer 
als bei den Normaltieren. 

Die eben mitgeteilten Befunde sind vielleicht in ahnlicher 
Weise zu verstehen, wie friihere Feststellungen von Embden u. 
Isaac}), sowie von Adam.?) Die erstgenannten Autoren fanden 
nimlich, daB unter dem schadigenden HinfluB der Phosphor- 
vergiftung der sarkoplasmaairmere weiBe Kaninchenmuskel eine 
mit zunehmender Schwere der Vergiftung steigende Verminde- 
rung des Lactacidogengehaltes aufweist, was bei der roten 
Muskulatur nicht der Fall war, und ein ganz entsprechendes 
' Verhalten konnte Adam fir die durch Naganainfektion am 
'Kaninchen erzeugte schwere fieberhafte Erkrankung zeigen. 
Wenn bereits in der eben erwihnten Arbeit. von Embden 


ES Kae Re SA RP No Weasels 





/und Isaac die beobachtete Verminderung des Lactacidogen- 
' gehaltes nicht als ein spezifisches Sympton der Phosphor- 
| vergiftung, sondern als Folgeerscheinung der mit ihr einher- 
}gehenden schweren Allgemeinerkrankung gedeutet wurde, 
/so méchte ich glauben, daB die Unterschiede im Milchsiure- 
/ maximum der von Kontrolltieren und von diabetischen Tieren 
‘stammenden Muskeln sich in ganz ubnlicher Weise erklaren 
jlassen, wobei unter dem Einflu8 der schweren Allgemein- 
erkrankung der sarkoplasmairmere Semimembranosus starker 
_betroffen wird als der sarkoplasmareichere Gastrocnemius. 
'Auch sonst erweist sich ja dieser Muskel gegeniiber duBeren 
'Schidigungen als der empfindlichere und stirbt in sauerstoff- 
_versorgter Ringerlésung stets friiher ab als der Gastrocnemius 
| desselben Tieres.*) 

Unter den eben entwickelten Gesichtspunkten wird der 
‘oben erwihnte auffallig groBe Unterschied zwischen dem Milch- 
‘siuremaximum des Gastrocnemius und Semimembranosus in 
Versuch 21 vielleicht verstindlich, Es hat sich hier wahr- 


earn een 
———— 


'\ G. Embden u. 8. Jsaac, Diese Zs. Bd. 113, 8. 263 (1921). 
*) A. Adam, Diese Zs. Bd. 113, S. 281 (1921). 
’) H. Behrendt, Diese Zs. Bd. 118, S. 123 (1922). 
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scheinlich um ein erkranktes oder doch durch die Gefangen- ~ 
schaft besonders stark geschidigtes Tier gehandelt und die ~ 
Schidigung macht sich an beiden Muskeln in einer Verminde- 
rung des Milchsiuremaximums bemerkbar, am Semimembra- 
nosus aber in weitaus starkerem MaBe. Das bei diesem Muskel 
ermittelte Tatigkeitsmaximum lag iibrigens, was oben noch 
nicht erwihnt wurde, unterhalb desjenigen Milchsaurewertes, 
der aus der Mischmuskulatur der gleichen Kriéte unmittelbar 
nach der Zerkleinerung mit der Schere ermittelt wurde, ein 
Verhalten, das ganz ungewohnlich ist. 


Zusammenfassung. 


1. Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Arbeit be- 
steht darin, daB das bei zur vdélligen Ermiidung fihrenden 
Einzelreizung erreichbare Maximum der Milchsiurebildung — 
das ,,Tatigkeitsmilchsiuremaximum“ — am Gastrocnemius von 
Feldfréschen, Wasserfréschen und Kréten erheblich gréBer als 
das am Semimembranosus des gleichen Tieres ist. 

2. Dieses Verhalten steht sowohl mit der Auffassung, daB 
die bei der Muskeltitigkeit gebildete Muilchsiure zu einem 
wesentlichen Teile vom Sarkoplasma aufgenommen wird, wie 
auch mit der auf Grund friiherer Untersuchungen aus dem 
hiesigen Institut ausgesprochenen Annahme, daB der Gastro- 
cnemius sarkoplasmareicher als der Semimembranosus ist, in 
bestem EKinklang. 

3. Die Unterschiede im Milchsiuremaximum beider Muskeln 
treten noch deutlicher als an Normaltieren an solchen hervor, 
denen das Pankreas einige Tage vor dem Versuche exstirpiert 
wurde. Nach der oben n&her entwickelten Anschauung wird 
hierbei der sarkoplasmairmere Semimembranosus schwerer als 
der sarkoplasmareichere Gastrocnemius geschadigt. 











Uber die Aufarbeitung von Rindergallensteinen. 
14. Mitteilung. c 

Uber Gallenfarbstoffe. 7: 

| Von 


William Kiister und Richard Haas. 



























(Aus dem Laboratorium fiir organ, und pharmak. Chemie der Techn, Hochschule Stuttgart.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. August 1924.) 





In einer friiheren Mitteilung') war darauf hingewiesen 
worden, daB die Extraktion des Bilirubins aus den vorbehandelten 
Rindergallensteinen mit Hilfe von Methylalkohol und Ammoniak 
erfolgen kénne, um von vornherein zu einem reineren Priaparat 
zu gelangen, als es bei Verwendung von Chloroform méglich 

ist, da hierbei stets ein chlorhaltig gewordenes Bilirubin er- 
halten wird. Die im folgenden beschriebene Ausfiihrung des 
Verfahrens gestattet nun auch mit einem geringen Aufwand 
an Liésungsmittel auszukommen und liefert in verhaltnismabig 
kurzer Zeit ein reines Bilirubin. 

Aus einer Ammoniakbombe wird gasférmiges Ammoniak 
durch eine dreifach tubulierte, mit absolutem Methylalkohol 
beschickte Waschflasche, die um ein Zuricksteigen der Fliissig- 
keit aus dem Extraktionskolben zu vermeiden mit einer Steig- 

_ rohre versehen ist, und durch einen mit Natronkalk gefillten 
 Trockenturm in den Extraktionskolben eingeleitet, in welchem 
~ sich absoluter Methylalkohol befindet und der durch ein Wasser- 
bad erhitzt werden kann. Durch eine zweite Bohrung des den 
Extraktionskolben verschlieBenden Stopfens ist eine Extraktions- 

















1) Diese Zs. Bd. 121, S. 84 (1922). 
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réhre eingefiihrt, in der sich die Hiilse mit dem zu extrahieren- 
den Gallensteinpulver befindet. Auf sie ist ein RickfluBkihler 
aufgesetzt, von dem aus eine Ableitungsréhre das iiberschiissige 
Ammoniak durch eine mit Natronkalk gefiillte Trockenréhre 
in einen Filtrierstutzen leitet, der etwas Wasser zur Absorption 
des Ammoniaks enthalt. Der Apparat muB mit Ammoniak 
gefiillt sein, ehe die Extraktion beginnt, wodurch eine Oxydation 
des herausgelésten Bilirubins verhindert wird, auch mu8 wihrend 
der Extraktion ein Eindringen von Luft vermieden werden. 
Der aus der Hise ablaufende Extrakt muB rein rotbraun 
gefairbt sein, er darf keinen Stich ins Griine bekommen. Nach 
beendeter Extraktion wird der Kolben 1—2 Stunden lang in 
eine Kialtemischung gestellt, wonach das Bilirubin—Ammoniak 


auskrystallisiert. Es wird scharf abgesaugt und mit gekiihltem. 


Methylalkohol nachgewaschen; die Mutterlaugen werden in 
einen groBen Uberschu8 von Ather eingetragen. Nach dem 
Abdestillieren des Athers bleibt Bilirubin krystallin zuriick. 
Aus dem Bilirubin-Ammoniak wird Bilirubin durch UbergieBen 
mit siedendem Methylalkohol zuriickgewonnen. Uber die Mengen- 
verhiltnisse und die Dauer der Extraktion mégen die folgenden 
Angaben orientieren. Zu den Versuchen wurde eine vorbehandelte 
Portion Rindergallensteinpulver') in gleichen Teilen einmal 
nach der neuen Methode (la), das andere Mal mit Chloroform 
extrahiert (Ib). 


Ta. Ib. 

25 g Rindergallensteine 25 g 
40 ccm Methylalkohol 100 cem Chloroform 
Dauer der Extraktion 5 Stunden 45 Stunden 
Ausbeute: 2g Bilirubin aus Bilirubin- 4,1 g Bilirubin 

Ammoniak 

2,5 g¢ Bilirubin durch Ather 

gefallt 

18°/, der angewandten Gallensteine 16,4 °/5 


Zu dem folgenden Versuch wurden Rindergallensteine ver- 
wendet, denen der erste Teil des Bilirubins mit Chloroform 





’) Vgl. Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethoden, Abt. I, 
Bd. 8, S. 821 (1922), — W. Kiister, Gallenfarbstoffe u. Abbauprodukte 
des Bilirubins. 

















Uber die Aufarbeitung von Rindergallensteinen. 981 


bereits entzogen war und die dann zur Entfernung des Chole- 
 prasins mit heifer 96°/,iger Essigsiure behandelt worden 
> waren. Vor der weiteren Verarbeitung auf Bilirubin waren 
+ «die Gallensteine nochmals mit Ather und Alkohol ausgezogen 


worden. 
Ia. ILb. 
100 g Rindergallensteine 50 g 
50 cem Methylalkohol 100 eem Chloroform 
Dauer der Extraktion 3 Stunden 32 Stunden 


g Ausbeute: 4,8 g Bilirubin aus kryst. 4,6 g Bilirubin 
a Bilirubin-Ammoniak 

4 4,7 ¢ Bilirubin durch Ather 

= gefallt 


Rats 


_ 9,5°/, der angewandten Gallensteine 9,2°/, 


Analyse des bei Ia durch Zerlegung des auskrystallisierten 
Bilirubin—Ammoniaks mittels Methylalkohol gewonnenen Bili- 
rubins, zuerst im Vakuum, dann bei 60° getrocknet. 

8,45 mg Substanz gaben 20,95 mg CO, und 4,65 mg H,O. 

5,52 mg pa » 0,47 ¢eem N bei 18° und 745 mm Bb. 

C,,H,,0,N, Ber. 67,819, C 6,179, H 9,509, N 
GE 0 “tek oo. es 
























Uber die Porphyrinbildung aus Hamin. 
8. Mitteilung. 
Uber Porphyrine. 
Nach Versuchen von Dr. R. Huttenlocher. 


Von 


William Kiister. 





(Aus dem Laboratorium fir organ. u. pharmaz. Chemie der Techn. Hochschule Stuttgart.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, August 1924.) 








In einer im Druck befindlichen Abhandlung') iiber den 
Blutfarbstoff habe ich die auffallige Erscheinung, daB das 
Himin, welches dreiwertiges Eisen enthalt, unter der Ein- 
wirkung von Pyridin in die Ferroverbindung Himochromogen 
iibergeht, durch die am Nitroprussidnatrium festgestellte Tat- 
sache aufzukliren versucht, wonach sich dieses Ferrisalz durch 
Alkalien in ein Ferrosalz verwandelt: 
walk x9 | F008 Beso.) 

Die entsprechende Oxydation findet also am ,,NO* statt, 
das, obgleich es ein ungesittigtes Radikal vorstellt, doch nur 
eine der 6 Koordinationsstellen am Eisen besetzt ohne auf die 
Wertigkeit des Eisens einen Einflu8 zu haben. Das Gemein- 
same in der Wirkung von Pyridin einerseits, von Hydrazin, 


+ NaOH = Na| |; + NaOH = Na, 








1) Chemie der Zelle und Gewebe. Zs. f. d. Probleme der Girung, 
Atmung und Vitaminforschung Bd. 1, Heft 1. 

*) Die stickstoffhaltige Gruppe kann auch herausgenommen und 
durch Wasser bzw. Ammouiak ersetzt werden: 


(CN), 


Na,| Fe H,0 


wag 
NH, | 


oder Na, [Fe 
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Natriumhydrosulfit und Takayamas Reagens andererseits liegt 
also, worauf bisher kein Gewicht gelegt wurde, in dem alkali- 
schen Medium. Aus dem inneren Salz, als welches das Hamin 
hauptsachlich existiert (I), wird ein ionisiertes komplexes Salz, 
welches das Kisen im Anion enthalt (II). Dazu tritt eine 
spezifische Wi:kung des Pyridins, die den Alkalien abgeht') 
und darin besteht, daB das Chlor vom Eisen des Himins durch 
Zwischenlagerung von Pyridin abgetrennt wird (III). Wiahrend 
nun der positive Rest eines als Pyridiniumhydroxyd wirkenden 
vierten Pyridinmolekils*) sich zum Kation gesellt, tritt das 
Hydroxyd wie beim Nitroprussidnatrium in das Anion, eine 
Zwischenstufe (IV) erzeugend, die nicht stabil sein kann und aus 
der sich der Wasserstoff des eingetretenen Hydroxyls mit dem 
Pyridin-Chlor ablést, wodurch zweiwertiges Eisen entsteht (V). 























’ —COO— : r —COO— 71 
eK HN Sa : Né 
—O=m0¢ \ | \ —C=cK \ | \ 
>o-\Fe 7 >CFe (Py), 
i ea tO NCL py a cag: Gh gH 
—C-C¢ \ —C-C¢ a 
—CO0O— J L —COo0o— j 
I Il 
—CO00— r —COO0-- 71 
i, ee, ail 
»N NC | ae Jee - \ 
—<—.\ acces 
C-\Fe (PyH)., >C-0H >Fe (PyH),, 
c—0€ / \py_ c—C \py- 
\y/ | SPy-Cl yy ye —Ss«(NPy-Cl nc 
0—cé \ b_o2 : 
\ \ | 
—COO— J L —CO0— J 
It IV 





1) Alkalien ersetzen das Chlor durch Hydroxyd, das reduziert 
werden muB. 

2) Die Reaktion wird also durch einen, wenn auch ganz geringen 
Wassergehalt des Pyridins bedingt sein, was sich durch einen dies- 
beziiglichen Versuch bestitigt hat. 
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Unter dem Einfiu8 des Pyridins tindet also Reduktion am 
Hisen, Oxydation am organischen Teil der prosthetischen Gruppe 
statt. Diese Vorstellung laft sich jedoch nur dann aufrecht 
erhalten, wenn wir der prosthetischen Gruppe dieselbe Rolle 
zuteilen, die das Stickoxyd im Nitroprussidnatrium spielt, d. h. 
wenn wir ihr Ungesittigtsein zuschreiben. Das ist aber eine 
Annahme, die sich auch von anderen Gesichtspunkten aus als 
notwendig erweist, und ich habe dieselben in der 6. Mitteilung 
iiber Porphyrine*) dahingehend vertreten, daB wir uns an der 
Hand des von mir stammenden Himinbildes die ungesittigte 
Stelle der prosthetischen Gruppe nicht an einer Stelle des 
Molekiils konzentriert vorzustellen haben, sondern in steter 
Wanderung begriffen, damit der Unterschied gegeniiber aus- 
gesprochen ungesiattigten Radikalen gewahrt bleibt. Diese 
Vorstellung bringt es mit sich, daB nicht nur die 4 Stickstoff- 
atome der prosthetischen Gruppe mit dem Hisen in Beziehung 
stehen, sondern auch die vier die 4 Pyrrolkerne zusammen- 
haltenden Methine”) und birgt die Erklirung dafiir in sich, daB 
durch eine Verinderung an den Methinen zugleich eine Ande- 
rung in der komplexen Bindung des Eisens eintritt, wie sie 
sich am scharfsten darin zeigt, daB bei vollkommener Reduktion 
der Methine, also beim Entstehen der Leukoverbindungen, eine 
volistindige Lésung des Eisens und auch anderer komplex 
gebundener Metalle wie z. B. des Kupfers stattfindet, Die 


Loslésung des EKisens diirfte aber schrittweise vor sich gehen, — 





1) Diese Zs. Bd. 133, S. 126 (1924). 

*) In den Bildern I—V ist an einem derselben die ungesittigte 
Stelle angenommen worden, die iibrigen wie auch 2 der Pyrrolkerne 
wurden fortgelassen. 
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denn wir sind bei der Reduktion eines Monomethyl(chlor)hamins 
in essigsaurer Lésung durch molekularen Wasserstoff und 
einen Palladiumkatalysator zu einem wenn auch nicht reinen 
Stoff gelangt, der noch den vollen Kisengehalt besitzt, aber 
das Porphyrinspektrum zeigt. Diese Beobachtungen kénnen 
wohl aber kaum anders als durch das Vorliegen eines gewohn- 
lichen Eisensalzes eines Porphyrins gedeutet werden, welches 
das Eisen nur noch an 2 Stickstoffatome gebunden enthilt, 
aber nicht mehr in komplexer Bindung, womit in Uberein- 
stimmung steht, daB sich das Eisen durch Natronlauge wenigstens 
teilweise ablésen laBt. Das Entstehen eines solchen gewéhn- 
lichen Kisensalzes ist nun unter den eingehaltenen Bedingungen 
auf zweierlei Wegen moéglich. Bei der katalytischen Reduktion 
sowohl wie bei einem 2. Versuch, bei dem die essigsaure Lésung 
des Monomethbyl(chlor)himins mit Zinkstaub erhitzt wurde, trat 
fast Entfarbung ein, bei Beriithrung mit dem Luftsauerstoff 
rétete sich bei dem 2. Versuch die Liésung rapid. Entweder 
ist also die Reduktion vollstandig geworden und hat zur 
normalen Leukoverbindung und damit primar zur Abspaltung 
des Hisens gefiihrt, das dann, nachdem sich die Oxydation 
vollzogen hatte, wieder aufgenommen wurde, oder die Reduktion 
ist nur teilweise eingetreten und hat in erster Linie die 
komplexe Bindung des Kisens betroffen, d. h. die ungesittigte 
Stelle (x) der prosthetischen Gruppe hat Wasserstoff auf- 
genommen, wonach dann auch noch zwei der Methine und 
die beiden Pyrrolenyle reduziert wurden (I), ohne daB das Eisen 
heraustrat und dann hat sich durch Wiederoxydation der 
Methylene und der 2 Pyrrolkerne ein gefairbter Stoff gebildet (ID. 


CH CH 
Sete ee Nee eee 
Co ee ae NC I 
— a eae, =e ~~ c-C. 
CH(x) Fe H.C CH ‘Fe HC : 
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Obgleich es nun bedenklich erscheinen mag, ein Bild wie 
Formel I es wiedergibt, als das eines schwach oder ungefairbten 
Stoffes aufzustellen, méchte ich doch der letzteren Deutung 
den Vorzug geben, da nach der katalytischen Reduktion der 
Hisessig sofort im Vakuum unter Wasserstoff abdestilliert 
wurde, eine Berihrung mit dem Luft—Sauerstoff also erst 
eintrat, als keine Lésung mehr vorhanden war und kaum an- 
genommen werden kann, daB unter diesen Umstinden ein 
Wiedereintritt des Eisens erfolgt ist. Diese Vorstellung setzt 
wiederum das Vorhandensein einer ungesittigten Stelle in der 
prosthetischen Gruppe voraus und lenkt unsere Aufmerksamkeit 
auf die Méglichkeit der Existenz von reduzierten Porphyrinen, 
die zwar den natiirlichen z. B. im Spektrum noch sehr ahonlich 
sind, die auch Eisensalze bilden kénnen, aber das Eisen nicht 
mehr in komplexe Bindung aufzunehmen vermégen. Es muB 
daher auch die Frage aufgeworfen werden, ob die natiirlichen 
Hamine identisch sind mit den Himinen, welche aus Porphyrinen 
durch Eintritt des Eisens hervorgehen, was nur méglich ist, 
wenn hierbei Wasserstoff frei wird, waihrend bei der Abspaltung 
des Eisens aus einem natiirlichen Himin durch Bromwasser- 
stoffi—Kisessig kein Wasserstoff frei wird.') Nun wird die Ein- 
fiihrung des Eisens z. B. in Mesoporphyrin, dem, wenn Himin 
die Formel C,,H,,O,N,FeCl besitzt, die Formel C,,H,,0,N,-H, 
zugeschrieben werden muB, durch eine Wasserstoff entwickelnde 
Lésung von Eisen in Essigsiure vorgenommen, eine Kontrolle 
in der Richtung, ob der nach der Gleichung: 

C,,H,,0,N,, H,HCl + Fe(OCOCH,), 
= C,,H,,0,N,FeCl, H, + H + 2CH,COOH 
geforderte Wasserstoff wirklich auftritt, war also nicht méglich. 

Bedenklich erscheint dann noch, daB bei der Gewinnung 
des Mesoporphyrins aus Hamin unter dem EinfluB von Jod- 
wasserstoff—Kisessig die ungesattigte Stelle des Himins nicht 
reduziert werden diirfte. Vielleicht aber sind die schlechten 





1) Hiermit wird die in dieser Zs. Bd. 133, S. 131 (1924) angefihrte 
Gleichung berichtigt, sie mu8 lauten: 


C5,H3,0,N,FeBr + 2HBr = C,,H,30,N, + FeBr, . 
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Ausbeuten bei der Darstellung des Mesoporphyrins in der Tat 
darauf zuriickzufiihren, daB nur ein Teil des Himins die 
gedachte Reduktion nicht erleidet. 

Wir gedenken bei der Fortsetzung unserer Untersuchungen 
iiber die Wiedereinfiihrung von Eisen in den Himatoporphyrin- 
dimethylather auf diese Fragen zuriickzukommen. 


Experimenteller Teil. 
A. Darstellung eines echten Monomethyl(chlor)hamins. 


Je 2g Kisessig—Himin, aus dem Blut eines jungen ge- 
schichteten Stieres hergestellt, wurden in 20 ccm Chloroform 
und 6 ccm Pyridin gelést und die filtrierte Lésung sofort in 
100 ccm siedendem abs. Methylalkohol, die 10 cem 40°/,ige 
Salzsiure enthielten, eingetragen. Unter stetem Umrihren 
wurde so lange erwirmt, bis sich feine Krystalle abzuscheiden 
begannen, dann einen T'ag in Kis gestellt und nun der Krystall- 
brei abgesaugt, mit Methylalkohol nachgewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Die Ausbeute betrug 7,5 g.1) Die Methylbestimmung 
ergab, daB sich nur ein monomethyliertes Himin gebildet 
hatte. Es lieB sich aus heiBem KEisessig umkrystallisieren 
und wurde daraus in feinen Spindeln erhalten; in Chloroform, 
Aceton, Methylaithylketon, auch in Benzol war es léslich, un- 
léslich in angesiuertem Alkohol und bei Zimmertemperatur 
auch in 5°/,iger Sodalésung, doch wurde bei langerer Be- 
handlung damit das gesamte Chlor abgespalten. 

0,01535 g Substanz gaben 0,00302 g AgCl = 4,87°/, Cl. 

0,00655 g ” »  0,00217 g AgJ = 2,12°/, CH, 

0,2534 g - verloren beim Anreiben mit 100 cem 5°/,iger 

Sodalésung bei 24 stiind. Digestion 4,59 °/, Cl (gef. 0,04704 g Ag Cl). 


B. Reduktion mit Eisessig und Zinkstaub. 


1. 2g des methylierten Himins wurden in 150 ccm Kis- 
essig gelést und nach Zusatz von 1 g Zinkstaub unter Durch- 
leiten von gewaschenem und getrocknetem Wasserstoff 2 Stunden 





1) Aus 5 Versuchen. 
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lang am RiickfluBkihler erhitzt. Die Liésung wies nunmehr 
nur noch schwach rotgriine Farbe auf, in Bertihrung mit der 
Luft farbte sie sich sofort tief rot. Sie wurde filtriert, mit 
Wasser verdiinnt und mit Chloroform ausgeschiittelt, wobei der 
gréBte Teil des Farbstoffs in das Chloroform tiberging. Zur 
Entfernung der Essigsiure und des Zinkacetats wurde die 
Chloroformlésung gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und 
dann im Vakuum verdunstet. Als Riickstand blieb ein rot- 
brauner, harziger Stoff, der nicht zum Krystallieren zu bringen 
war. Er léste sich in Methylalkohol, Aceton und KEisessig, 
nicht in Soda und verdiinnten Mineralsiuren wohl aber in 
50°/,iger Schwefelsiure, konzentrierter Salzsiure und in an- 


gesiuertem Alkohol. Letztere Lésungen zeigten ein deutliches | 


Porphyrinspektrum. ‘Trotzdem enthielt der Stoff auch nach 
dem Lésen in Chloroform und Fallen mit Petrolither noch 
den vollen Eisengehalt, wahrend kein Chlor mehr vorhanden war: 


0,01864 g Substanz gaben einen nicht wiigbaren Niederschlag von 
AgCl (Carius). 
0,23584 ¢ Substanz gaben 0,02865 g Fe,0O, = 8,69°/, Fe. 


2. Durch Oxydation der aus 5g des methylierten Himins 


erhaltenen Menge des Reduktionsprodukts, die nach Abdestilla- . 


tion des wahrend der Reduktion zur Lésung benutzten Kis- 
essigs in einem Gemisch von 200g Wasser und 20g Schwefel- 
siure gelést worden war, mit 15 g Chromtrioxyd bei 55° in 
1/, Stunde wurden iitherlésliche Stoffe erhalten, die durch Soda 
getrennt wurden. Es zeigte sich, da neutrale Produkte ins- 
besondere Methylathylmaleinimid nicht vorhanden waren, dagegen 
konnten 0,8 g Hamatinsiiure (Schmelzp. 113°) isoliert werden. 
Nach diesem Befund hat sich also die Reduktion nicht auf die 
»Vinyle* des Molekiils erstreckt, sondern lediglich anf die die 
Farbe bedingenden ungesattigten Stellen. 


C. Katalytische Hydrierung des methylierten Hamins. 


Darstellung des Katalysators. 2g Bariumsulfat, das in 
der Kialte durch Umsetzung von reinstem Chlorbarium mit 
Natriumsulfat gefaillt und quantitativ ausgewaschen worden 
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war, wurden mit einer Lésung von 0,1 g Palladiumchloriir 
getrankt. Die Paste wurde auf ein vorher ausgegliihtes Schiffchen 
gebracht und in einem gewaschenen und getrockneten Wasser- 
stofistrom bei 70° so lange erhitzt, bis kein Auftreten von 
Salzsiure mehr nachzuweisen war, worauf im Wasserstofistrom 
erkalten gelassen wurde. 


1. 2 g des monomethylierten Haimins wurden in 150 ccm 
Eisessig, der zweimal iiber Kaliumpermanganat destilliert 
worden war, gelést und 2g des Katalysators dazu gegeben. 
Die Hydrierung erfolgte in der Schiittelente und wurde auf 
48 Stunden ausgedehnt, wobei die Lésung eine dunkelrote 
Farbe annahm. Dann wurde der Hisessig im Wasserstofistrom 
im Vakuum bei 60° abdestilliert, der véllig trockene Riickstand 
fein zerrieben, in eine Extraktionshiilse gebracht und mit 
Chloroform ausgezogen. Der Riickstand der im Vakuum ab- 
gedunsteten Chloroformlésung wurde dann mit abs. Methyl- 
alkohol kurz aufgekocht und die Lésung filtriert. Als Riick- 
stand hinterblieben 0,6 g nicht veriandertes Himin. Beim Ver- 
diinnen der methylalkoholischen Lésung mit dem 4fachen 
Volumen Wasser fiel ein roter amorpher Niederschlag aus, 
der abfiltriert, ausgewaschen und im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet 0,9 g wog. Er léste sich in Chloroform, 
Aceton, Methylalkohol und Eissessig, nicht in Petrolither, 
war unldslich in Soda. Krystallisationsversuche verliefen 
erfolglos. 


0,00935 g Substanz gaben nach Carius keine wiigbare Menge 
von AgCl. : 


0,04536 g Substanz gaben 0,00536 g Fe,0, = 8,26°/, Fe. 


Trotz des Eisengehalts zeigte die Lésung in Methylalkohol 
ein Porphyrinspektrum. 


2. Eine Probe der Substanz wurde in Chloroform gelést 
und diese Lésung mit waBriger Hydrazinhydratlésung durch- 
geschiittelt. Der Farbstoff ging mit intensiv roter Farbe in 
die alkalische Liésung. Diese zeigte kein Himochromogen- 
sondern ein Porphyrinspektrum. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLI. 20 
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3. 0,4g wurden in Chloroformlésung mit 20 ccm 10°/,iger 
Natronlauge einen Tag lang ausgeschiittelt. Danach war die 
Substanz vollstandig mit schmutzig rotbrauner Farbe in das 
Alkali hineingegangen. Beim Ansauern mit Essigsiure fiel 
ein rotbrauner Niederschlag aus, der nach dem Auswaschen 
und Trocknen im Vakuum 0,08 g wog. 


0,02341 g Substanz gaben 0,00152 g Fe,O, = 4,54°/, Fe. 
0,01085¢ 4, , 0,00079 g Fe,0, = 5,349, Fe. 


Ein Teil des Eisens ist also durch die Behandlung mit 
der Lauge abgespalten worden. 
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Uber ein Additionsprodukt von Chlor an ein Mono- 
methyl (chlor) haimin. 


Nach Versuchen von Dr. R. Huttenlocher. 


Von 


William Kiister. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fir organ. u. pharmac. Chemie der Techn, Hochschule 
Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. August 1924.) 


In der 7. Mitteilung iiber Porphyrine’) war ein Dibrom- 
dimethyl(brom)himin beschrieben worden, das sich durch An- 
lagerung von Brom an das in Chloroform geliste Dimethy]- 
(brom)himin gebildet hatte. Unter der Kinwirkung von Brom- 
wasserstoff—Hisessig konnte daraus ein Dibromhimatoporphyrin- 
dimethylither gewonnen werden, was den SchluB rechtfertigte, 
daB die Anlagerung des Broms nicht an den ,,Vinylen“ des 
Himins stattgefunden hatte. Wir haben nun die analoge 
Reaktion mit einem Monomethyl(chlor)himin und Chlor zu 
realisieren versucht, wobei sich herausstellte, da nicht, wie 
erwartet wurde, zwei Chloratome eintreten, sondern fiinf, womit 
ein erster experimenteller Beweis fiir die ungesittigte Natur 
der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs?) erbracht ist, da 
an die Vinyle héchstens vier Chloratome getreten sein kénnen, 
das fiinfte also eine besondere Stelle aufgesucht haben mubB. 
In der Tat wird ein Chloratom, und zwar beim Kochen mit 
Methylalkohol wieder herausgenommen, ohne durch eine andere 





') Diese Zs. Bd. 136, S. 235 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 183, S. 129 (1924) und die voranstehende Mitteilung. 
20* 
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Gruppe ersetzt zu werden und die gleiche Reaktion scheint 
bei der Einwirkung von Bromwasserstoff—Hisessig einzutreten. 
Im letzteren Falle entsteht dann wieder ein schén krystalli- 
sierendes Himin. Der Methylalkohol nimmt auch zwei weitere 
Chloratome fort und zwar eines unter Ersatz durch Methoxy]l, 
das zweite scheint durch Hydroxyl ersetzt zu sein, ein ein- 
heitlicher Stoff wurde nicht erhalten. Das Additionsprodukt 
verliert, in Ather gelést, schon durch Bicarbonat Chlor und 
es entsteht ein Stoff, der noch 3—4 Chloratome enthalt. Beim 
Anreiben mit Soda gibt das Additionsprodukt zwei Chloratome 
ab. Da nun das verwendete Hamin unter denselben Bedingungen 
das Chlor am Eisen verliert'), wiirde von den addierten Chlor- 
atomen nur eines abgespalten worden sein. Es fragt sich, ob 
dies das Chlor an der ungesattigten Stelle ist oder eines der 
an die Vinylgruppen getretenen Chloratome’), an denen unter 
allen Umstainden Addition stattgefunden haben muB, selbst 
wenn man annimmt, daB zwei der Chloratome denselben Platz 
aufgesucht haben wie die Bromatome, die ja sehr fest ge- 
bunden sind. Im letzteren Falle miissen dann aber beide 
Vinyle an der Reaktion beteiligt sein*) und zwar derart, daB 
eine Anlagerung von Bromwasserstoff nicht mehr statttinden 
kann, denn diese blieb bei der Kinwirkung von Bromwasser- 
stoff—Eisessig auf das Pentachlor-Monomethyl(chlor)himin aus, 
wie sich bei der Aufarbeitung des nach Abdestillation der 
Lésungsmittel verbleibenden Riickstandes zur Gewinnung eines 
Porphyrindimethylatherderivats zeigte. Es wird ja hierbei der 
Riickstand in Methylalkohol aufgenommen, wobei etwa an- 
gelagertes Brom durch Methoxyl ersetzt wird. Dann wird die 





1) Vgl. die voranstehende Mitteilung. 

?) Da der unter der Einwirkung von Soda entstehende Stoff nicht 
krystallisiert, wohl aber, wie im Text erwihnt, der durch Bromwasser- 
stoff-Eisessig erhaltene, ist vielleicht die Annahme gestattet, da8 eines 
der an den Vinylen befindlichen Chloratome durch die Soda substituiert 
wurde. Soliten doch nach den Erfahrungen, die nach der Addition von 
2 Mol. Bromwasserstoff gemacht wurden, zwei der an den Vinylen haften- 
den Chloratome leicht ersetzbar sein und zwar das eine noch leichter 
wie das zweite. 

%) Vgl. Diese Zs. Bd. 136, S. 235 (1924). 
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methylalkoholische Loésung zur Fiallung von Bromwasserstoft 
und des abgespaltenen Kisens mit methylalkoholischer Kali- 
lauge versetzt, das Filtrat mit einem UberschuB von Ather ge- 
mischt und aus dieser Lésung der Methylalkohol weggewaschen. 
Hierbei ging nun im vorliegenden Fall fast der gesamte Farb- 
stoff in die wiBrig-methylalkoholische Lésung, im Ather blieb 
nur wenig gelést und konute durch 10°/,ige Salzsiure dem 
Ather entzogen werden. Es hatten sich also nur sehr geringe 
Mengen eines Porphyrins gebildet, entsprechend war in dem 
durch methylalkoholische Kalilauge entstandenen Niederschlag 
nur wenig Kisen vorhanden. Die Lauge hatte vielmehr dazu 
gedient, in dem anscheinend durch den Bromwasserstoff—Kis- 
essig eines Chlors beraubten Additionsprodukt zwei Chlor- 
atome durch Hydroxyl zu ersetzen und auBerdem ein wasser- 
lésliches Kaliumsalz zu bilden, denn aus der waBrig-methyl- 
alkoholisch-alkalischen Lésung fiel auf Zusatz von Essigsdure 
ein schén krystallisierender Stoff heraus, dem nach dem Aus- 
fall der Analysen die Formel C,,H,,O,N,FeCl, zuerteilt, und 
der also wahrscheinlich als ein Trichlormonooxy-hydroxyhamin 
aufgefaBt werden kann. Im Gegensatz zu dem Bromadditions- 
produkt ist hier also eine Herausnahme des Hisens nicht er- 
folgt und es bestehen also Beziehungen zwischen dem zweiten 
Paar ungesittigter Stellen im Himin und dem Eisen derart, 
daB durch Stabilisierung der Vinyle, sei es durch Anlagerung 
von Wasserstoff !) oder durch Anlagerung von Chlor die Heraus- 
nahme des Hisens erschwert oder unméglich gemacht wird, 
wahrscheinlich weil der Bromwasserstoff einen Angriffspunkt 
im Molekiil nicht mehr findet. Was das verschiedene Ver- 
halten des Himins gegeniiber Chlor und Brom betrifft, so muB 
die Frage, ob hier die Natur des Halogens oder ob das Himin 
die entscheidende Rolle spielt, noch geklirt werden. Es ist 
immerhin auffallend, daB das EHisessig-Himin aus Stierblut, 
das zu diesen Versuchen verwendet wurde, sich nur mono- 
methylieren lieB unter Bedingungen, die sonst das Entstehen 
eines dimethylierten Himins zur Folge hatten. 





1) Diese Zs, Bd. 88, S. 383 (1913). 
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Experimenteller Teil. 


A. Zu einer Auflésung von 5 g Monomethyl(chlor)himin 
in Chloroform wurde eine Lésung von etwa 1,1 g Chlor in 
50 cem Chloroform unter Eiskiihlung und stetem Umschiitteln 
gefiigt und das Gemisch noch 1 Stunde geschiittelt, wonach 
die auf 4 Atome Chlor auf 1 Molekil des Hiimins berechnete 
Menge des Halogens aufgenommen worden war, ohne daB8 eine 
Entwicklung von Chlorwasserstoff nachgewiesen werden konnte. 
Nach Verdunsten eines Teiles des Chloroforms wurden dann 
durch Eintragen in 50 ccm Petrolither 3g eines Farbstoffs 
gefallt, auf Filtrierpapier abgepreBt, im Vakuum getrocknet, 
dann in Ather gelést und aus der filtrierten Lésung durch 
Verdunsten des Athers in undeutlich krystallisierter Form er- 
halten. Sie lésten sich in Methylalkohol und Aceton und 
konnten aus Eisessig umkrystallisiert werden. 


0,0862 g Substanz (i. V.) gaben 0,0865 g AgCl. 


0,00835 g . = »  0,00225 ¢ AgJ. 
C,;,H,30,N,FeCl, Ber. 25.26 °/, Cl 1,78 °/, CH, 
Gef. 24,82 1,72 


a) 0,14444 g des Farbstoffs wurden mit 50 ccm 10 °/,iger 
Sodalésung angerieben und die Mischung 12 Stunden stehen 
gelassen. Es war kein Farbstoff in Lésung gegangen; sie wurde 
filtriert und nach Ansiiuern mit Salpetersiure durch Silber- 
nitrat gefallt, wobei 0,0405 g AgCl ausfielen. Bei erneuter 
Kinwirkung von 20 ccm Sodalésung wurde noch eine 0,01247 g 
AgCl entsprechende Chlormenge abgespalten oder 6,94 + 2,13 
= 9,07°/, Cl. Ber. fiir 2 Atome Chlor 8,78 °/,. 

b) 0,5 g des Additionsproduktes wurden mit 25 ccm ab- 
solutem Methylalkohol auf dem Wasserbade 6 Stunden lang 
erhitzt, nach dem Erkalten wurde filtriert, der Alkohol im 
Vakuum abdestilliert und der Riickstand mit Ather behandelt. 
Der Riickstand, ein braungriines, amorphes Pulver enthielt 
noch 15,15°/, Cl und 3,59°/, CH,. 


0,02944 ¢ Substanz gaben 0,01803 g AgCl. 
— 0,00838 g : , 0,00470 g AgJ. 
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c) Durch Erwirmen mit methylalkoholischer Kalilauge 
wird das gesamte Chlor herausgenommen. 


B. Das von den 3g des Additionsproduktes, die durch 
Petrolither gefallt worden waren, stammende Filtrat, in dem 
noch viel Farbstoff enthalten sein mu8te, wurde im Vakuum 
eingedampft, der Riickstand in Ather aufgenommen und die 
filtrierte Lisung mit Natriumbicarbonatlésung geschiittelt, wobei 
sich ein Niederschlag einstellte, der ein Natriumsalz vorstellen 
muBte, da er erst nach der Behandlung mit Essigsiure wieder 
in Chloroform, Methylalkohol und Aceton léslich war. Ausbeute 
1,8 g. Die Analyse ergab einen Chlorgehalt von 16,08 °/,, was 
einem Gehalt von 3—4 Atomen Chlor auf 35 Kohlenstoffatome 
entspricht. Da nun der Chlorgehalt vor der Einwirkung des 
Bicarbonats nicht festgestellt wurde, auch wahrscbeinlich ist, 
daB der durch Petrolither nicht gefillte Teil von vornherein 
weniger Chlor als der gefillte enthielt, bleibt es unsicher, 
wieviel Chloratome durch das Bicarbonat entfernt worden sind. 


C. Versuch zur Darstellung eines Porphyrins. 


2 g des Additionsproduktes (A) wurden mit 40 g Hisessig- 
Bromwasserstoft 5 Tage geschiittelt. Aus der filtrierten Lésung 
wurden dann die Lésungsmittel bei 60° im Vakuum voll- 
stindig abdestilliert und der Riickstand in 50 ccm absolutem 
Methylalkohol gelést. Zur filtrierten Lésung wurden 10 ccm 
10°/,ige methylalkoholische Kalilauge gesetzt, der entstandene 
Niederschlag nach 2 Stunden abfiltriert und mit 500 cem Ather 
nachgewaschen. Er bestand aus Bromkalium und wenig Eisen- 
hydroxyd. Die methylalkoholisch-iitherische Lésung wurde mit 
Wasser versetzt, wobei der gréBte Teil des Farbstoffs in die 
waBrige Schicht hineinging. Im Ather blieben nur geringe 
Mengen eines Porphyrins, das mit 100 ccm 10°/,iger Salzsiure 
weggenommen werden konnte. Die Menge war so gering, daB 
nur der spektroskopische Nachweis fiir das Vorliegen eines 
Porphyrins erbracht werden konnte. — Die waBrig-alkoholische 
Lésung wurde mit Essigsiure versetzt, wobei sich ein schén 
tetraedrisch krystallisierter Stoff in einer Ausbeute von 1,2 g 
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abschied. Das Produkt léste sich in Chloroform, Methylalkohol, 
Aceton und Eisessig, in Soda ist es unléslich. 


0,06073 g Substanz gaben 0,0329 g AgCl. 


0,00223 g m » 0,00064 g AgJ. 
0,339 g ‘ »  0,6882 g CO,, 0,0151 g H,O u. 0,0344 g 
Fe,O. 
C,;H,,0,N,FeCl, 


Gef. 54,98 4,98 7,09 13,4 1,83 
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Beschleunigung der Gartatigkeit frischer Hefe 
durch den Biokatalysator Z. 
Von 


Hans vy. Euler und Karl Myrbiick. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26, August 1924.) 


Die vorliegende Mitteilung steht in unmittelbarem Zu- 
sammenhang mit der kiirzlich von Euler und Olof Swartz?) 


' veréffentlichten, mit welcher sie gleichzeitig ausgefihrt wurde. 
_ Sie betrifft den Nachweis und die Charakterisierung der einst- 
' weilen mit dem Buchstaben Z bezeichneten Substanz. Diese 
_Substanz Z ist, um gleich das Wesentlichste vorauszunehmen, 


einerseits scharf abgegrenzt von der Co-Zymase, 


und zwar dadurch, daB, wie hier gezeigt wird, hochgereinigte 
_ Co-Zymasepriiparate, welche gegen ausgewaschene Trockenhefe 
_ sehr aktiv sind, die Garungsgeschwindigkeit unserer frischen 
| Hefe nicht beschleunigen”), 


anderseits besteht gegeniiber den von verschiedenen 
Forschern beschriebenen Wachstumsfaktoren — und zwar 
kommt hier der Faktor J, in Betracht*®) — der Unter- 


schied, daB die durch die Substanz Z hervorgerufenen Girungs- 


4 


3 








1) Euler u. O. Swartz, Diese Zs. Bd. 140, S. 146 (1924). 

*) Der Faktor Z wirkt auf die Girung unserer Trockenhefe nicht 
ein. Dieser Unterschied liefert einen Beitrag zur Charakterisierung der 
Trockenhefe gegeniiber frischer Hefe. 

3) Siehe hierzu Euler, Vitaminer och Tillvaxtfaktorer, Stockholm, 
Wahlstrém o. Widstrand 1924 (schwedisch) — Euler u, Lindstal, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemie Bd. 9, Nr. 12 (1924). 
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beschleunigungen sich geltend machen, ohne da8 innerhalb 
der beobachteten Girungszeit eine Zunahme der 
Zellenzahl stattfindet. 

Diese VergréBerung der Girungsgeschwindigkeit ohne Zu- 
nahme der Zellenzahl beruht nicht auf Aciditatsverschiebungen. 
Sie kann auch viel héhere Betrige erreichen, als die Beschleuni- 
gungen, welche mit Zymophosphat, Formiaten usw. erzielt 
werden. 

Wihrend die Abgrenzung der Substanz Z von der Co- 
Zymase, die wir als ein wesentliches Resultat unserer Arbeit 
betrachten, endgiiltig ist, miissen die Beziehungen zwischen 
Zund P), noch weiter verfolgt werden. Ks ist méglich, daf 
4 und ) einen gemeinsamen Bestandteil enthalten, oder daf 
4 in die friiher als B, spiter nach Funk mit D bezeichneten 
Priiparate, eingeht. 

Mit dem antineuritischen Vitamin B scheint der Faktor 7 
nichts gemeinsam zu haben; wir werden hieriiber bald erneute 
Versuche mitteilen. 

Auber den genannten Stoffen, Co-Zymase, Wachstumsfaktor 
(die Zunahme der Zellenzahl beschleunigend) und Z kommen 
an girungsbeschleunigenden Stoffen noch in Betracht?): 

a) solche, welche die Acidita’t der Lésung gegen das 
Optimum hin verschieben (dies ist besonders bei Dauerhefen 
der Fall; bei frischen Hefen ist das Optimum breiter); 

b) solche, welche chemisch in die Zerfallsreaktion eingreifen 
(Acceptoren fiir Wasserstoff, Aldehyde u. dergl.); Accelleratoren 
dieser Gruppe werden bei der Beschleunigung verbraucht; 


*) Siehe Neuberg u. Martha Sandberg, Biochem. Zs. Bd. 126, 
S. 153 (1921). — Siehe auch Neuberg, Elsa Reinfurth u. Martha 
Sandberg, Biochem. Zs. Bd. 121, S. 215 (1921). — Neuberg u. Martha 
Ehrlich, Biochem. Zs. Bd. 101, S. 276 (1920). — Abderhalden u. 
Schaumann, Fermentf. Bd. 2, S. 120 (1918). -- Abderhalden u. 
Kochler, Pfliigers Arch. Bd. 176, 8. 209 (1919). — Kurono, Jl. Coll. 
Agric. Univ. Tokio Bd, 5, S. 205 (1915). — Frieda Bachmann, Biol. 
Chem. Bd. 39, 8. 335 (1919). — Frinkel u. Schwartz, Biochem. Zs. 
Bd. 112. S. 203 (1920). — R. J. Williams, Ji. of Biol. Chem. Bd. 42, 
S. 259 (1920); Bd. 46, S. 113 (1921). — Euler u. Myrbiick, Diese Zs. 
Bd. 136, 8. 107 u. zwar 109 (1914). — Harden, Alcoholic Fermentation. 
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c) solche, welche die Induktionsperiode verkiirzen (be- 
sonders bei Dauerhefen); Zymophosphat. 

Kinstweilen, bis die weitere chemische Untersuchung eine 
Aufteilung erméglicht, nehmen wir an, daB der Stott Z ein- 


heitlich ist. 
I. Bestimmung von Z. 


Fiir die durch eine gewisse Anzahl Hefezellen in gegebener 
Zuckerlésung bei der Temperatur ¢ erzeugte Girungsgeschwindig- 
keit sind folgende Umstinde maBSgebend: 

Die Hefenrasse, 

der Zustand der Hefe beim Beginn der Girung, 

die Zusammensetzung der girenden Lisung, also Menge 
und Art der Begleitsubstanzen des Zuckers, 

die Menge des Stoffes Z. 


Bei unseren Versuchen hatte die Giarmischung folgende 
Zusammensetzung : 

0,05 g frischer (25°/,) Oberhefe # aus Stockholms Norra Jastfabrik, 

0,10 g Glucose, 

x cem Hefenextrakt oder daraus hergestellter Lésung, 

2—a2 ccm Wasser. 

Zusatz von miafigen Mengen Phosphatlésung von opti- 
malem p,, hat keinen merkbaren Hinflub. 

Ich fiihre sogleich einen Versuch an: 

Versuch 1 und 2: Ohne Zusatz, 

- 3 und 4: 0,3 cem der Lésung 1 (siehe unten). 


Tabelle 1. 














Sada Eien nS en 
| 5/6|7|s|9 10 | 11 | 12 13 
i ' 
Zeit in Minuten ecm CO, 
- Stunde 


180| 210! 240 270/80 maximal 
~ a oaaweaea ~ — 


| Nummer 
N 
= 
7] 
oO) 
ef 
S 


30 60/90) 120) 150 


cem CO, }0,3/0,6 


8,9] 4,8] 5,7) — — 



































; | 
. oe 0,91,6| 2,3) 3,1 | 
Diff, 0,3|0,3|0,3.0,7/ 0,8; 0,8) 0,8] 0,9) 0,9,—] 1,8 
i cae cem CO, |0,3/0,6/0,9'1,6| 2,3) 3,1) 3,9] 4,8) 5,7, —]| — 
. Diff. 0,3/0,3/0,3,0,7| 0,7; 0,8) 0,8) 0,9) 0,9; — 1,8 
310.3 com Jf Com CO: |1,5/8,3/5,3 8,9 |13,4/18,2)19,7/19,7)19,7) — — 
\] Diff. 1,5)1,8/2,0'3,6| 4,5} 4,8) 1,5) —| —|—] 9,6 
110.3 com J] Com COr ]1,5/3,3 5,8/8,9 |13,2/18,3/19,7|19,7/19,7| — —_ 
, \| Diff. 1,5/1,8/2,0/2,6| 4,8) 4,9! 1,4, —| —|—] 9,8 
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In den folgenden Tabellen sind der Kiirze wegen die 
Spalten nur mit ihren Nummern bezeichnet. 

Wir sehen, dab die Giarungsgeschwindigkeit mehr als 
fiinfmal vergréBert ist. Wie unten gezeigt werden soll, ist die 
VergréBerung der Geschwindigkeit beim Zusatz von Z anfangs 
der Menge Z proportional. (Dasselbe gilt noch strenger fir 
Co-Zymase.) Es wire dann méglich, eine Z-Kinheit und einen 
Ausdruck fiir den Reinheitsgrad des Z-Praiparates einzufiihren 
(vgl. Co-Zymase 3. Mitt.), aber nur unter der Voraussetzung, 
daB die Hefe sich konstant verhilt. Dies trifft nicht zu. 
Deshalb geben die Einheiten nur approximative Werte. Die 
Werte gelten natiirlich nur fiir unsere Hefe. 

Wird durch Zusatz von a g eines Z-Praparates unter den 
oben gegebenen Bedingungen 4 ccm Kohlensiure pro Stunde 
entwickelt, wahrend die Hefe ohne Z nur 4’ ccm CO, pro Stunde 
gibt, so sagen wir, daB in den a Grammen } — b’ Z-Einheiten 
vorhanden sind und daB der Reinheitsgrad des Priparates 
bias Soe 
zugesetzt wird, daB das Gebiet, in dem Proportionalitaét zwischen 
Aktivierung und Aktivatormenge herrscht, nicht iiberschritten 
wird. 

Beispielsweise ist fiir einen gewdhnlichen Hefenextrakt 2: 


AZ =etwa 400, 
ACo= ,, 200. 


Nun ist, wie oben gesagt, 4Z sowohl stark von der Hefe- 
rasse, als unter sonst konstanten Bedingungen von dem Zu- 
stande der Hefe abhingig. Dieselbe Gewichtsmenge unserer 
Hefe, die jeden T'ag frisch von der Hefenfabrik bezogen wurde?), 
gab nicht immer dieselbe Girungsgesch windigkeit. 

Das Versuchsmaterial reicht vorliufig nicht aus, die GréBe 
der Schwankungen und also die méglichen Fehler in 47 zu 
bestimmen. In der Fortsetzung der Arbeit werden wir die 
Konstanz der Hefe beobachten kénnen. 

1) Das MaB ist analog dem Ausdruck ACo fiir Co-Zymase. Siehe 
Euler u. Signe Karlsson, Diese Zs. Bd. 123, 8. 93 (1922). 


*) Herrn Oberingenieur H. Brahmer sind wir wieder zu Dank ver- 
pflichtet fiir die Uberlassung der reinen Hefe. 


ist!), wobei zu beachten ist, daB nur so viel 7 
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Die AZ-Werte beziehen sich also zunichst auf unsere 


Hefe R. 
Ein Vergleich zwischen Z-Praparaten, deren Wirkungen auf 
verschiedene Hefen gepriift worden sind, diirfte sehr schwierig sein. 


II. Aktivierung bei verschiedenen Versuchsbedingungen. 
a) Verschiedene Z-Mengen. 
Tabelle 2. Z-Lésung 1 (siehe unten). 











i 2 31 4 D> | 6 7 8 9 | 10 11 | 12 13 





0,3/0,5/0,911,6] 2,3] 2,1] 3,9] 48] 5,7] 66] — 
0,310,2]0,4]0,7] 0,7] 0,8] 0,8] 0,9] 0,9] 0,9] 1,8 
0,511,2)2,21/32] 4.1] 5,2] 65] 7,9] 9,8]10,7] — 
0,510,7]1,0]1,0] 0,9] 1,11 1,3] 1,4! 1,4] 1,4] 2,8 
8 aie 0,6] 1,4]2,613,9] 5,3] 69] 8,5110,3]122]14,1) — 
oo 0,6/0,511,211,3] 1,4] 1,6] 1,6] 1,8] 1,9] 1,9] 3,8 

{ 

\ 


to 
S 
cm) 
ary 
© 
© 
5 


1,913,115,2] 7,5] 10,3] 13.1] 15,7/18,3] —] — 
0,8} 1,1] 1,2}1,9] 2,3] 2,8] 2,8] 2,6] 2,6) —] 5,6 
2.31 4,0] 7,0] 10,0] 13.3] 16,6] 19,3] 20,4] —] — 
1,311,7]3,0] 30] 33] 3,3] 2,7] 1,1] —] 6,6 
2,51 4,6] 7,7 | 10,8 | 14,8] 17,7] 19,4] 20,1) —] — 
1 ¢ 1,7 
2 
1 
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Mit der oben gegebenen Zusammensetzung der garenden 


Mischung wurden Versuche mit wachsenden Zusitzen von Z 


angestellt. Man findet sie in der Tabelle 2. 
Wir haben gefunden: 
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Fig. 1. 


1. DaB die Girungs- 
geschwindigkeit in diesem 
Falle durch Zusatz von 7 
auf das 6 fache vergréBert 
worden ist. 

2. DaB die Ver- 
gréBerung anfangs (Ver- 
such 1—4) der Z-Menge 
proportional ist. 

3. DaB eine maxi- 
male Girungsgeschwindig- 
keit erreicht wird, und 
daB weiterer Zusatz von 
Z keinen EinfluB hat. Man 
braucht also nicht zu be- 


fiirchten, daB in der Lésung auch eine hemmende Substanz 
etwa vorhanden sei. 


2, 





ale 







































































Die Fig. 1 zeigt die 
Garungsgeschwindigkeit als 
Funktion der Z-Menge. 


B. Verschiedene Hefe- 
mengen. 
Konstante Z-Menge. 

Es wurde zu jedem 
Z-Versuch 0,05 ccm der 
Lésung 1 genommen. In 


der Spalte 2  findet man 
die Hefemengen. 


In der Fig. 2 findet man die Girungen als Funktion der 


Com OO Sco | 
18 po Z 
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16 + > 
* MERE 
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6 we ra 7 
6 =< 
, 
+ ra oe sas 
"4 
‘ Ps 
2 /o y 
Yo g Heke 
a7 > Q2 a3 
Fig. 2. 
Hefenmenge. 








‘ See ST ae 
Fi erleeanisg Sa hapa aint eo a ecco 

















Tabelle 8. 
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a a 
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0,02 g Hefe 


ohne A 
0,02 ¢ 
mit A 
0,05 g 
ohne A 


0,05 g 
mit A 


, 0,10 g 


ohne A 
0,10 g 
mit A 
0,15 g 
ohne A 
0,15 g 
mit A 
0,20 g 
ohne A 
0,20 g¢ 
mit A 
0,30 g 
ohne A 


0,30 g 
mit A 









































te fete Bes 11] 12 ] 13 
0,5| 0,7] 0,9] 1,0] 1,1] 1,3 16% 108i - 
0,21 0,2] .0,2] 0,1] 0,1] 0,2 0,1] 0,2] 0,4 
3] 2,0] 28] 3,4] 4,2] 5,0 es) 141 — 
0.7] 0,7] 0,8] 0,6] 0,9] 0,8 0,8} 0,7) 1.6 
1,3] 2,1] 2,9] 3,5] 4,4] 5,2 in. tht — 
6] 0,81 0,8] 0,6] 0,9] 0,8 09! 0,8} 1,8 
8} 4,3] 6,1] 7,8] 9,9]11,9]14,0] 16,0] 18,0) — 
1,4] 1,5] 1,8] 1,7] 2,1] 2,0 2,0] 2,0] 42 
3,41 5,51 7,8] 9,8] 12,21 14,6 19,0] 20,0} — 
1,8] 21] 2,3) 2,0] 2,4] 2,4 2,21 1,0] 4,8 
6,4] 9,8] 13,5] 16,7 | 19,4 | 20.0 —~- (et — 
3,1] 3,4] 3,7] 3,2] 2,7] 0,6 set er ont Oe 
6,1] 9,7] 13,2] 16,4 | 19,2 | 20,0 — wes ae 
3,21 3,5] 3,5] 3,21 28] 0,8 oe ee 
9,5 | 14,5 | 18,9 | 20,0 ~ — |20,0} — 
4,71 5,0] 4,4] 1,1 = hee SOD 
8.6] 13,2] 18,0] 19,5 | 20,0 —~ $9004" — 
43| 4,6] 4,81 1,5] 0,5] — — | — es 
12,2] 18,5 | 19,5 | 20,0 — —~ ORS 
6,6] 6,3] 1,0) — ae ~~ |: ~ RRS 
13,5 | 19,0 | 20,0 “ — le 
6,71 5,5] 1,0] — oi — | « FIRS 
18,21/20,2] —| — ai -}30,2) — 
Sif 20) — } ~ _ a= | om $9RS 


Bei konstanter Z-Menge wichst also 


Aktivierung mit der Hefenmenge. 


die absolute 








Girungsgesch windigkeit 











13,6 


ohne A mit A 
0,4 | 1,6 
1,0 4,2 
4,8 7,4 
7,0 10,0 
9,6 13,2 











Differenz 


absolute 


Aktivierung 


1,2 
2,4 
2,6 
3,0 
3,6 
4,6 





Prozentische 
Aktivierung 


300 
133 
04 
43 
37 
34 
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Ausgezogene Kurve . ... . . Ohne A 
Gestrichelte Kurve .... .. Mit A 


Die Garungsgeschwindigkeiten ohne Z sind, wie bekannt, 


der Hefenmenge proportional, d. h. die (ausgezogene) Kurve © 


ist eine Gerade'), die durch 0 geht. Bei den Garungen mit 
Zusatz von Z ist auch, wenn man von den Versuchen mit den 


kleinsten Hefenmengen absieht, die Girungsgeschwindigkeit | 


der Hefenmenge wenigstens sehr nahe proportional. Aus dem 
Umstande, daB die prozentische Aktivierung bei den kleinen 
Hefenmengen gréSer ist, folgt, daB die (gestrichelte) Kurve 
nicht geradlinig durch Null geht, sondern anfangs, vielleicht 
durchaus schwach gekriimmt ist. Es ist ja auch leicht ein- 
zusehen, daf die prozentische Aktivierung bei einer groBen 
Hefenmenge kleiner sein muB, denn die Einwirkung von Z 
kommt wahrscheinlich so zustande, daB eine Verteilung davon 


zwischen Liésung und den Zellen eintritt. Ist die Zellenzahl — 
groB, so wird die Konzentration von Z an bzw. in den Zellen 4 
natiirlich entsprechend kleiner werden. Weitere Versuche iiber — 


diesen Punkt kénnen vielleicht einigen Aufschlu8 iiber die 
Natur der Aktivierung bringen. 


III. Z- und Co-Zymase. 
In den Hefenkochsiften, die eine starke Aktivierung der 
Garung frischer Hefe bewirken, sind groBe Mengen von Co- 
Zymase enthalten. Es lag nahe anzunehmen, daB es die Co- 


Zymase im Extrakt sei, die die Aktivierung ausiibte und eine © 


solche Annahme ist auch von verschiedenen Forschern ge- 
macht worden. 

Wir haben nun vergleichende Versuche iiber die Thermo- 
stabilitat der beiden Substanzen angestellt. Die Stabilitat der 
Co-Zymase, welche friiher von uns vollstindig festgelegt wurde *), 
ist bei 100° nicht groB.*) 





1) Siehe zB. Aberson, Rec. Trav. Chim. de Pays-Bas Bd. 22, 
S. 78 (1903). 

*) Euler u. Myrbick, IV. Abh.’tiber Co-Zymase. Diese Zs. Bd. 138. — 

) Beziiglich der Stabilitiét von B-Vitamin siehe Chick u. Hume, 
Proc. Bog. Soc. B, Bd. 90, S. 60 (1917). 
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Die Versuche wurden folgenderma8en ausgefiihrt: Von einem 


1. Co-Zymasebestimmung 


0,2 g ausgewaschener Trockenhefe, 
0,1 g Glucose, 


2,5 °/, Phosphat, py = 6,2, 


0,5 eem Extrakt, 


 Hefenextrakt wurden Portionen verschieden lang gekocht. Da- 
‘nach wurde mit ausgewaschener Hefe die Co-Zymasemenge’), 
‘und mit frischer Hefe die Z-Menge parallel bestimmt: 

| 2. Z-Bestimmung 


0,05 g frischer Hefe, 
0,1 g Glucose, 
2,5 °/, Phosphat, py = 6,2, 
0,5 cem Extrakt, 















































2 eem Volumen. 2 ecm Volumen. 
Kohlensiiure. Minuten Rel. 
Nr.| Kochzeit Giirungs- 
geschwin- 
0 | 60 | 90 | 110 150 | 210 |" digkeit 
—— ramen sone ane cenrnceonanirseearnie i: porecnn oy naa ies as ieee nee pra Seneca na ne 
apo (| 1] Ohne Extrakt} 0,1 | 0,2 | 0,2 | 0,3 | 0,4 | 0,4 0 
Yao 2 | Extrakt nicht | | | 
354 
a a'g gekocht 0,7 | 1,8 | 8,2 | 4,9 | 6,2 | 7,9 100 
SE4)| 3] 30 Min. 0,8 | 0,8 | 1,6 | 2,5 | 32 | 4,7 50 
3 8 F 4 60 ,, 0,0|— 0,3. 0,4 | 0,5 | 0,7 ca. 5 
' st ms 00); — 02) — | 04)— 0 
; | 
1, 2 7 | Ohne Extrakt| 0,4 | 1,0 | 1,7 | 2,5 | 8,2 | — 30 
EF: 8 | Nicht erhitzt.] 1,2 | 3,2 | 5,4 | 7,1 | 8,3 | — 100 
‘Bee 4| 9] 30 Min. 10 | 30/51 | 68 | 82) — 100 
NS |] 10] 60 ,, 10/29) 5,2/68|382]— 1] 100 | 
| @ erat t two , 1,8 | 3,8 | 5,5 | | 11 | 84 | — 100 


Wir sehen, daB die Co-Zymase durch | stiindiges Kochen ty 
beinahe zerstért ist, wihrend Z auch nach 2 Stunden yolle Wirk- be 


‘der Co-Zymase verschiedene Substanz ist. 
-héchst unwahrscheinliche Méglichkeit, daB inaktive Co-Zy- 
‘mase als Z wirksam wire, aber durch folgenden Versuch wird 
auch diese Méglichkeit ausgeschaltet. 


Es ist dadurch bewiesen, daB Z eine von 


Es blieb zwar die 


4-Wirkung eines gereinigten Co-Zymasepraparates. 


; Es wurde ein Praparat 95 benutzt.’) 
| Fallungen mit Blei und Kieselwolframsiure hergestellt. 0,01 ccm 


) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 136, S. 108 (1924). 


Es war durch 


*) 6. Abhandlung iiber Co-Zymase, Diese Zs. Bd. 139, S. 281 (1924). P i 
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der Lésung gab mit ausgewaschener Hefe starke Garung, und 
die Lisung war also sehr reich an Co-Zymase. Es wurden 
nun viel gréBere Menge auf 4 gepriift. 





Kohlensiureentwicklung. Minuten 





ee 











8 | © | # 120 | 150 | 180 
Ohne Co-Zymase| 2,4 | 4,1 6,0 7,7 | 91 10,3 
0,05 eem 19" SA OAs) oe 2 91 | 10,8 
0,15 cem 19° 4:4) ee 1,7 91 | 10,8 


Obgleich die Lésung sehr reich an aktiver Co-Zymase 
war, zeigte sie keine Spur von 4-Wirkung. Damit ist be- 
wiesen, daB 4 nicht aktive oder inaktive Co-Zymase ist, und 
daB auch sehr groBe Mengen von Co-Zymase auf frische Hefe 
keine Wirkung haben. 


IV. Uber die Stabilitat von Z. 


Die groBe Hitzestabilitat von Z ist bereits besprochen. 
Ks hat sich auch gezeigt, daB in sowohl stark saurer Lésung 
(p, < 1) als auch in alkalischer (p, > 12) die Stabilitat bei 
100° betrichtlich ist.?) 

Kine interessante Tatsache ist, daB Z auch bei sehr lange 




















1 2 3 4 5 6 7 8 9 13 
1 | Ohne ~ gah O71 44 1-08 7 S84 404 40 1 65 ft — 

lysesaft 0,7 | 0,7 | 09 | 0,9 | 08 | 0,8 | 0,7 | 1,8 
2} orem {i lie l ir) ie lis tied — [ae 
8] oosem {1 30 | 80 | col ee | ee | ee | ee | a 
| Ot00m oe toed atten teed one’ | a 
5 0,50 cem 2's 31 “yf “a “ee “22 = 8,2 
































1) Vgl. Euler u. Swartz, Diese Zs. Bd. 140 (1924). 
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dauernder Autolyse von Hefe unter Toluol nicht geschidigt 
wird. (Die Co-Zymase wird dabei schnell zerstért.) 

Es wurden von einem etwa 6 Monate alten Autolysesaft 
aus #-Hefe verschiedene Mengen zu Z-Bestimmungen genommen. 
Siehe vorstehende Tabelle. 

Der Autolysesaft enthalt sehr groBe Mengen von Z. Die 
maximale Girungsgeschwindigkeit (8,2 com CO, pro Stunde) 
wird auch von einem grofen Z-Uberschusse nicht erniedrigt. 
Der Autolysesaft enthalt also keine Hemmungskérper. Er 
muB natiirlich von Toluol gut befreit sein. 

Um méglicherweise ein leicht zu beziehendes Ausgangs- 
material fiir weitere Versuche zu gewinnen, wurde untersucht, 
ob das im Handel’) zugingliche eingedickte Hefenextrakt 
.»Marmite* Z in nennenswerten Mengen enthielt. 

Ks wurde eine 9,0°,,ige Loésung von Marmite gepriift. 












































Nr. 2 8 | 4 5 6 7 . | 13 
, | Ohne Zu-f] 2,2 4,1 6,9 8,1 9,6 10,9 | 
satz |i 2,2 1,9 2.0 2.0 1,5 1,3 $4 
9 0,05 cem |] 3,2 6,3 9,4 12,4 15,2 18,0 — 
‘ Lésung |] 3,2 3,1 3.1 3.0 2,8 2.8 6,4 
‘. 0,10 cem {7 4,0 7,5 11,2 14,9 18,5 20,0 — 
Lisung || 4,0 35 3,7 3,7 3.6 1,5 8,0 
Wir finden 
f 6.4 a 4.4 
AZ = ———— = 430, 
0,05 + 0,09 


d.h. Marmite enthalt also ebensoviel Z wie unser frisch be- 
reiteter Extrakt #. Es ist also wohl méglich, daB Marmite 
sich als Ausgangsmaterial fiir weitere Versuche eignet (Mar- 
mite enthalt keine Co-Zymase). 


Zusammenfassung. 
1. Es wurden verschiedene Arten der Girungsaktivierungen 
besprochen. 


Sennnentiideieneesn ee 





‘) Unser Marmite wurde von Marmite Food Extract Comp. L+td., 
London, bezogen. 
21* 
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2. Die Aktivierung der Girung frischer Hefe durch eine 
unbekannte Substanz Z im Hefenextrakt') wurde studiert und 
eine vorlaufige Bestimmungsmethode ausgearbeitet. 

3. Eine Z-Lésung, mit ,,Lésung 1“ bezeichnet, wurde durch 
Bleiacetatfaillung bei p,=5—6 gewonnen (Z bleibt im Filtrat). 
Die Lésung war 15°/,ig (nach Vakuumeinengen). Aus Tab. 2, 
Versuch 1—3, berechnen wir 
2,8 — 1,8 


Ad= 0,01-0,15 670. 





4. Biokatalysator Z und Co-Zymnase sind nicht identisch 
Zugesetzte Co-Zymnase hat auf die Garung frischer Hefe keinen 
Kinflu8B. Z aktiviert Trockenhefe nicht. 


') Auf der Gegenwart dieses Biokatalysators beruht die von Euler 
und Berggren (Zs. f. Girungsphysiol. Bd. 1, 8. 203 [1912]) beobachtete 
Beschleunigung der Girung frischer Oberhefe durch Hefenextrakt. 
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Notiz iiber Insulin. 
Von 


Emil Abderhalden. 


‘(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. November 1924.) 


Nach den neusten Mitteilungen ist das Insulin kein Eiweib- 
kérper?), wohl aber deuten manche Befunde darauf hin, daf 
es in Beziehung zu dieser Gruppe von organischen Substanzen 
steht, d.h. ein in irgendeiner Weise umgewandeltes Eiweib- 
abbauprodukt darstellt. Im der Tat geben sehr wirksame 
Insulinpriparate die bekannten EiweiBreaktionen entweder 
gar nicht oder nur in sehr geringfiigiger Weise. Obwohl es immer 
zweifelhaft bleibt, ob die Mitteilung von Eigenschaften von 
Stoffen, tiber deren Reinheitsgrad man nicht unterrichtet ist, 
von Wert sind, scheint mir der folgende Befund doch von 
einiger Bedeutung zu sein. Bei der Untersuchung von Insulin- 
praparaten verschiedener Herkunft (Hichst, Schering, Kahl- 
baum, Gans) und zwar von solchen, denen kein Desinficiens 
zugesetzt war, zeigte es sich, daB die Ninhydrinreaktion bei 
sehr wirksamen Priaparaten negativ ausfiel, wenn selbst bei 
Anwendung von gréBeren Mengen von Ninhydrin das Kochen 
nicht itiber 1—2 Minuten fortgesetzt wurde. Bei lingerem 
Kochen trat schlieBlich in fast allen Fallen eine immer deut- 


* licher werdende positive Ninhydrinreaktion auf. Wird eine 


Insulinlésung, die keine Ninhydrinreaktion bei kiirzerem Kochen 





1) Vgl. H. A. Piper, R.S. Allen u. Jolin R. Murlin, Jl. of Biol. 
Chem. Bad. 58, S. 321 (1923). Weitere Literatur siehe Emil Abderhalden, 
Lehrbuch der Physiologie, 1. Teil, 1925. 
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gibt, 1 Minute mit n/10-Salzsiure gekocht, dann erhalt man 
nach erfolgter Neutralisation mit der entsprechenden Menge 
n/10-Natronlauge stets eine positive Ninhydrinreaktion. Die 
Versuche wurden, wie folgt, durchgefiihrt: 1 ccm Insulin plus 
1 com n/10-Salzsiure 1 Minute gekocht, dann Zusatz von 1 ccm 
n/10-Natronlauge. Dann wurden 0,2 ccm einer 1°/,igen Nin- 
hydrinlésung zugegeben, worauf 1 Minute gekocht wurde. 

Aus der erwihnten Beobachtung ergibt sich, da’ beim 
Kochen mit Siure das Insulin, oder vorsichtiger ausgedriickt, 
ein im Insulinpraparat vorhandener Komplex eine Veranderung 
erfahrt, und zwar kénnte man an eine Aufspaltung eines 
Ringes denken. Interessanterweise fallt der gleiche Versuch 
in der Regel negativ aus, wenn man das Insulin mit n/10-Natron- 
lauge 1 Minute kocht und dann mit der entsprechenden n/10-Saure 
neutralisiert und hierauf mit Ninhydrinlésung kocht. 

Die Pikrinséurereaktion fallt mit Insulinpraparaten 
positiv aus (ein Hinweis auf vorhandene Carbonylgruppen). Beim 
Kochen mit Siure oder Alkali war ein charakteristischer Unter- 
schied im Ausfall der Reaktion nicht zu bemerken. Das Kochen 
mit Saiure scheint die Wirksamkeit des Insulins nicht zu ver- 
andern, d. h. das Auftreten von Produkten, die die Ninhydrin- 
reaktion geben, scheint die wirksame Komponente nicht tief- 
gehend zu verindern. Leider ist es ja unmdéglich, mit den zur 
Verfiigung stehenden Mitteln selbst Insulin in geniigender Menge 
herzustellen und den sich aufdrangenden Problemen nach- 
zugehen. Vielleicht hat jemand, der Insulin in gréBerer Menge 
zur Verfiigung hat, die Méglichkeit, das Wesen der geschilderten 
Beobachtungen autzukliren. Ergebnisse biologischer Versuche 
mit Insulinpriparaten, die mit HCl bezw. NaOH behandelt 
worden waren, ergaben die Méglichkeit, daB in ihnen mindestens 
zwei wirksame Komponenten enthalten sind. 
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Zur Kenntnis des ,,Isolichenins“. 
Von 
P. Karrer und B. Joos. 


(Der Redaktion zugegangen am 9. November 1924.) 


[Im Islandisch Moos kommt neben dem Lichenin das 
sogenannte ,,.[solichenin* vor, das man aus dem wafBrigen 
Extrakt, aus dem das Lichenin durch Abkiihlung abgeschieden 
wurde, mittelst Alkoholzusatz niederschlagt. Das so gewonnene 
Praparat lést sich in Wasser ziemlich leicht und farbt sich 
auf Jodzusatz blau. 

Besonders diese letztere Erscheinung hat schon mehrmals 
Veranlassung gegeben, das Isolichenin mit Starke zu _ver- 
gleichen, und H. Pringsheim?) halt es neuerdings fiir identisch 
mit der ,Amylose“-Fraktion der Stirke, und gibt an, daraus 
100°/, Maltose erhalten zu haben. 

Unsere keineswegs abschlieBenden Versuche, iiber die 
wir im folgenden kurz berichten, sind im Frihjahr dieses 
Jahres ausgefiihrt worden. 

Wird die wibrige Lésung des Isolichenins*) mit Kalilauge 
alkalisch gemacht und hernach mit Fehlingscher Loésung 
heiB versetzt, so fallt ein kupferhaltiger Niederschlag aus: 
Nach dem Abnutschen lést man ihn in verdiinnter Siure, fallt 

1) XXIX. Mitteilung. Helv. Chim. Bd. 7 (1924 {zur Zeit im Druck)). 

*) Chem. Ber. Bd. 57, S. 1581 (1924). 


*) Zur Isolierung diente ein ganz analoges Verfahren, wie es auch 
Pringsheim (a. a. QO.) benutzte. 
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das Kohlenhydrat durch Zusatz von Alkohol aus, und wiederholt 
die Umfallung noch zweimal. Ausbeute aus 8 g ,,Isolichenin‘ 
nach der Reinigung 2 g. Wir nennen die Fraktion A. 

In der vom Kupferniederschlag befreiten Lésung wird 
durch Alkoholzusatz eine zweite Kohlenhydratfraktion nieder- 
geschlagen; die Fallung ist kupferhaltig. Man lést sie in ver- 
diinnter Salzsiure, fallt das Saccharid mit Alkohol und wieder- 
holt diese Reinigung mehrmals. So entsteht die Fraktion B. 
Ausbeute 2 g (gereinigt). 

Durch Konzentration der Fallungsmutterlaugen von B 
und erneutes Niederschlagen durch Alkohol entstand eine 
Fraktion C (1 g), die indessen nicht weiter untersucht worden ist. 


Fraktion A. 

Sie reduziert Fehiingsche Liésung nicht, zeigt auf Jod- 
zusatz keine Farbenveranderung, ist in warmem Wasser leicht, 
in kaltem etwas weniger léslich, und dreht nach rechts. 
((@|, =+ 88°) Die nicht zu verdiinnte waBrige Lisung gibt 
auf Zusatz Fehlingscher Fliissigkeit einen blauen Nieder- 
schlag, dessen Bildung durch Erwarmen begiinstigt wird. 

Die Hydrolyse wurde durch zweistiindiges Erhitzen mit 
5°/,iger Salzsdiure bewirkt. Fiir 1,5 g Substanz, deren Feuchtig- 
keits- und Aschegehalt zusammen etwa 8°/, betrugen, ver- 
wandten wir 150 ccm Fliissigkeit. Aus der so entstandenen 
Zuckerlésung konnten nach vorgingiger Neutralisation und 
nach dem Einengen auf 70 ccm isoliert werden: 

1, Versuch: a) 0,4 g Mannosephenylhydrazon (Schmelzp. 199—200° 

Mischschmelzpunkt mit Mannosephenylhydrazon 198—199°) 


+ 0,18 x 9,36 


- = + 28,5°.! 
1 x 0,986 x 0,U6 or) 





[ely = 


b) 1,0 g Phenylglucosazon (roh gewogen), Schmelzpunkt nach dem 
Umkrystallisieren 206°. 
2. Versuch: a) 0,4 g Mannosephenylhydrazon. 
b) 1,5 g Phenylglucosazon (0,1 g in 10 cem Pyridin-Alkohol hatten die 
Drehung — 0,60°). 





') Hofman, Liebig, Ann, der Chem. Bd. 366, S. 286 (1909) findet 
fiir Mannosephenylhydrazon als Mittelwert [o]p = + 28,0°. 





BSS Af 





-™- Ah «xb 


se) 3) Ul ec aaa a Mage 9 Ge 
Sec Saree rey Ty HESS Pree ere ae REN Sn re 














Polysaccharide. XXX. 313 


3. Versuch: Kine Galaktosebestimmung ergab aus 1 g Substanz der 
Fraktion A 0,237 g Schleimsiiure'), die 0,323 g oder 32°/, Galaktose 
entsprechen. 

Dureh Erhitzen mit Salzsiure wurden aus 1g der Fraktion A 
0, 18 g Furfurol abgespalten. 





Um aus der Menge des erhaltenen Mannosephenylhydr- 
azons einen Riickschlu8 auf die Quantitit des freien Zuckers 
ziehen zu kénnen, stellten wir das Phenylhydrazon aus 0,5 g 
Mannose, 1 g Phenylhydrazinchlorhydrat und 1 g Natrium- 
acetat (in 35 ccm Wasser gelést) her. Ausbeute 1. Versuch: 


‘ 0,70 g. 2. Versuch: 0,68 g. Mittel: 0,69 g. 


Die oben erhaltenen 0,4 g Mannosephenylhydrazon ent- 
sprechen somit etwa 0,29 g Mannose. 
Die Fraktion A enthielt demnach auf asche- und feuchtig- 


A eitsfreie Substanz umgerechnet 


etwa 21°/, Mannose, 

etwa 35°/, Galaktose, 

etwa 45°/, andere Kohlenhydrate, wohl zur Hauptsache Glucose, 
wie die reichliche Glucosazonbildung lehrt. 


Fraktion B. 

Sie reduziert Fehlingsche Lésung nur spurenweise, firbt 
sich bei Zusatz von Jodlésung sehr schwach blau, ist schon 
in kaltem Wasser ziemlich leicht léslich. Fehlingsche Lésung 
erzeugt keinen Niederschlag. 

Die Fraktion B dreht starker rechts als Fraktion A. So 
wurde an einem Priparat [¢], = -+ 148° gefunden. Wir halten 
indessen Fraktion B keineswegs fiir einheitlich und glauben, 
daB daher auch die spezifischen Drehungen von Priparaten 
verschiedener Herstellung Unterschiede aufweisen werden. 

Nach der 2stiindigen Hydrolyse mit 5°/,iger Salzsiure 
(Wasserbad) wurden titrimetrisch 90,2°/, Zucker (auf Glucose 
berechnet) bestimmt. Diese Berechnung beziebt sich auf 
trockene und aschefreie Substanz. 

In der nach der Hydrolyse entstandenen Zuckerlésung 
lie8 sich Mannose nicht nachweisen. Wurde die Fliissigkeit 


rn ne we 


') Nach der Methode von W.H. Kents und A. W. van der Haar. 
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mit Phenylhydrazin erhitzt, schied sich Glucosazon ab, und 
zwar als maximale Ausbeute, 1,8 ¢ rohes Glucosazon aus 1,4 ¢ 
der Fraktion B. Nach dem Umkrystallisieren lag dessen 
Schmelzpunkt bei 206° und 0,1 g drehten in 6 ccm Pyridin 
-+- 4 ccm absolutem Alkohol ep = — 0,61°. 

Durch diese Untersuchungen ist bewiesen, daB das ,,Iso- 
lichenin“ ein Gemisch verschiedener Kohlenhydrate ist; in der 
einen, durch Fehlingsche Liésung fillbaren Fraktion, sind 
erhebliche Mengen von Mannose und Galaktose enthalten. 
Wir bestiitigen und prizisieren damit die Befunde O. Hesses, 
der in einer griindlichen Arbeit gezeigt hat, daB Mannose und 


Galaktose unter den Produkten der Hydrolyse der Poly- a 


saccharide aus Cetraria islandica enthalten sind.?) 


Die Angaben von H. Pringsheim, da8 sich Isolichenin | 





quantitativ in Maltose verwandeln lasse'), kénnen daher nicht é 


richtig sein. Damit sei nicht gesagt, daB nicht auch etwas _ 


Stiirke in Isolichenin vorkommen kann. Ebensowenig kinnen 


wir die Ausfiihrungen dieses Autors iiber den Abbau ‘des 
Glykogens mit Glycerin bei 190° bestitigen.?) Bei Befolgung 
seiner Vorschrift lieB sich ein krystallisiertes Abbauprodukt 
(das sogenannte ‘Trihexosan) nicht gewinnen. 

Bei dieser Gelegenheit haben wir noch eine andere Be- 
merkung, die Stirkechemie betreffend, anzuschlieBen. Immer 
wieder wird in neueren Abhandlungen auf die sogenannte 
»Triamylose“ verwiesen, die angeblich durch Acetylierung der 
§’-Hexamylose entstehen soll. Kine Triamylose als Abbau- 
produkt der Starke wire von solcher Bedeutung, daB es be- 
rechtigt erscheint, auf diese, schon mehrmals erérterte Frage 
nochmals zuriickzukommen. 

Die Identitit der ,,Triamylose* mit der /’-Hexamylose 
ist auf chemischem Wege von P. Karrer und Mitarbeitern’), 
krystallographisch von P. Niggli*), und unabhangig davon von 
Johnsen‘) gezeigt worden. H. Pringsheim fiihrte dagegen 


') Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 94, 8. 266 (1916). 
*) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1581 (1924). 

®) Hely. Chim. Bd. 5, 8S. 181 (1922). 

‘) Chem. Ber. Bd. 55, S. 1440 (1922). 
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an, die Hexamylose sei in Pyridin zweihundertmal leichter 
dslich als Triamylose.') Nachdem diese Angabe zuriickgezogen 
wurde*) (der eine von uns hat H. Pringsheim brieflich auf 
das Unzutreffende derselben hingewiesen), bleiben an vermeint- 
lichen Differenzen zwischen Hexamylose und Triamylose kaum 
noch eine iibrig, welche der Kritik standhalten wiirde. Tri- 
amylose und f£-Hexamylose sind identisch. 


Ziirich, Chemisches Institut der Universitit. 


) Die Polysaccharide, II. Aufl., S. 168 (1923). 
*) Chem. Ber. Bd. 57, S. 1580, Anm. 6 (1924). 





